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POVZETEK 
Odpornost bakterij proti protibakterijskim učinkovinam je globalni problem, pri čemer patogeni 
mikroorganizmi razvijejo odpornost na te učinkovine predvsem zaradi nepravilne in prekomerne 
uporabe le-teh, zaradi česar je potreba po novih protibakterijskih zdravilnih učinkovinah vse večja. 
Dober potencial za razvoj novih protibakterijskih učinkovin predstavljajo encimi, ki sodelujejo pri 
sintezi peptidoglikana, ključnega gradnika bakterijske celične stene. Encim MurA (UDP-N-
acetilglukozamin enolpiruvil transferaza) je znotrajcelični bakterijski encim, ki ima ključno vlogo 
v prvi stopnji sinteze peptidoglikana in predstavlja dobro potencialno tarčo, saj je njegova 
aktivnost nujno potrebna za preživetje tako gramnegativnih kot tudi grampozitivnih bakterij, hkrati 
pa ni prisoten pri človeku.  
V sklopu magistrske naloge smo izhajali iz spojine 2-klorobenzo-1,3-tiazola (spojina 1b), ki je v 
predhodnih raziskavah pokazala dobro zaviralno delovanje na MurA encimu iz bakterije 
Escherichia coli (IC50 = 120 ± 12 µM) in Staphylococcus aureus (IC50 = 123 ± 12 µM). Sintetizirali 
smo različno substituirane derivate spojine 1b ter z biokemijskim testiranjem ugotavljali, kako s 
substitucijo na aromatskem obroču vplivamo na zaviralno delovanje spojin. Pri dvostopenjski 
sintezi končnih spojin smo pri prvi stopnji reakcije dobili intermediate (analoge benzo-1,3-tiazol-
2-amina), katerim smo prav tako določili zaviralno aktivnost na MurA.  
Zaviralno delovanje spojin lahko bistveno izboljšamo z meta (glede na dušik) substitucijo na 
aromatskem obroču. Izmed vseh sintetiziranih spojin sta najmočnejše zaviralno delovanje pokazali 
spojina 6 (2-amino analog) in spojina 24 (2-kloro analog) s substitucijo na meta in para mestu 
(IC50: 6 = 1,2 μM; 24 = 3,62 µM). Sledijo spojine z meta substitucijo – 2-kloro produkti (IC50: 25 
= 12,7 µM; 27 = 50 µM; 29 = 7,6 µM) ter 2-amino analoga (IC50: 7 = 3,1 µM; 9 = 23 µM). Tudi 
para substituirani 2-amino analogi so v primerjavi s spojino 1b pokazali izboljšano zaviralno 
delovanje (IC50: 2 = 82 μM; 5 in 8 = 43 µM). Spojine 19, 20, 21, 22, 26, 35, 36 (IC50: 92–615 μM) 
s substitucijo na mestu para in disubstituirana spojina 30 (IC50 = 116 µM) pa v primerjavi s spojino 
1b nimajo bistveno izboljšanega zaviralnega delovanja. Zanimiva je bila ugotovitev, da so tudi 2-
amino derivati pokazali dobro zaviralno delovanje na MurA encim, iz česar lahko sklepamo, da 
klor ni ključen za zaviralno delovanje benzotiazolov. 
Ključne besede: encim MurA, benzotiazoli, protibakterijske učinkovine   
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ABSTRACT 
Antibacterial resistance is a global problem, where pathogenic microorganisms develop resistance 
to many active substances, mainly due to improper use and overuse of antibacterial agents, 
increasing the need for new antibacterials. Enzymes involved in the synthesis of peptidoglycan, a 
key element of the bacterial cell wall, represent promising targets for development of new 
antibacterial agents. MurA enzyme (UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase) is an 
intracellular bacterial enzyme that plays an essential role in the first stage of peptidoglycan 
synthesis and is a good target, as its activity is essential for the survival of both Gram-negative and 
Gram-positive bacteria, and it is not found in humans.  
We started with 2-chlorobenzo-1,3-thiazole (compound 1b), which in previous studies showed a 
good inhibition of MurA enzymes from Escherichia coli (IC50 = 120 ± 12 µM) and Staphylococcus 
aureus (IC50 = 123 ± 12 µM). Differently substituted derivatives of compound 1b were 
synthesized and biochemical testing was performed to determine how substitution on the aromatic 
ring effects the inhibitory potency of the compounds. Two-step synthesis of the final compounds 
yielded intermediates (benzo-1,3-thiazol-2-amines), for which inhibitory potencies were also 
determined.  
The inhibitory activity of the compounds was significantly improved by introduction of 
substituents on the meta position (relative to nitrogen) on aromatic ring. Of all the synthesized 
compounds, compounds 6 (2-amino analogue) and 24 (2-chloro analogue) were the most potent 
inhibitors with meta and para substituents (IC50: 6 = 1,2 μM; 24 = 3,62 µM), followed by meta 
substituted compounds – 2-chloro products (IC50: 25 = 12,7 µM; 27 = 50 µM; 29 = 7,6 µM) and 
2-amino analogues (IC50: 7 = 3,1 µM; 9 = 23 µM). Additionally, para substituted 2-amino 
analogues showed improved inhibition of MurA (IC50: 2 = 82 μM; 5 and 8 = 43 µM) in comparison 
to compound 1b. Derivatives 19, 20, 21, 22, 26, 35, 36 (IC50: 92–615 μM) with substituents at 
para position and the disubstituted compound 30 (IC50 = 116 µM), did not improve the inhibitory 
activity significantly in comparison to compound 1b. Interestingly, 2-amino derivatives also 
showed promising inhibition of MurA enzymes, which suggests that chlorine in benzothiazoles is 
not essential for the inhibition. 
Key words: MurA enzyme, benzothiazoles, antibacterial agents  
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1 UVOD 
1.1 PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
Zdravljenje bakterijskih infekcij je dobro dokumentirano že iz antičnega Egipta, Grčije in Kitajske. 
Novo obdobje protibakterijskih učinkovin se je začelo z odkritjem penicilina leta 1928 (Sir 
Alexander Fleming). Kmalu za tem je sledilo odkritje novih skupin protibakterijskih učinkovin, 
kot so tetraciklini, makrolidi, cefalosporini, glikopeptidi, aminoglikozidi in kloramfenikol. Te 
učinkovine so znatno spremenile moderno medicino, saj se je s tem znižalo število smrti, zvišala 
se je življenjska doba, hkrati pa je njihova uporaba ključna tudi pri invazivnih operacijah in 
zdravljenju (1, 2). 
Protibakterijske učinkovine so metaboliti mikroorganizmov (antibiotiki) ali učinkovine sinteznega 
izvora (kemoterapevtiki), ki zavirajo rast in preživetje mikroorganizmov. Delujejo na principu 
selektivne toksičnosti, tako da uničujejo patogene mikroorganizme, hkrati pa na gostitelja 
(človeka) nimajo toksičnih učinkov. Protibakterijske učinkovine delimo glede na njihovo 
sposobnost zavrtja rasti in razmnoževanja oziroma preživetja bakterijskih celic. Bakteriostatične 
protibakterijske učinkovine preprečijo bakterijsko rast in razvoj ter nato omogočijo imunskemu 
sistem gostitelja, da odstrani mikrobe. Baktericidne učinkovine pa bakterijske celice ubijejo in se 
pogosteje uporabljajo, kadar je imunski sistem gostitelja oslabljen (3). Glede na pridobivanje 
protibakterijskih učinkovin jih delimo na biosintezne (naravne), kjer celotno sintezo izvedejo 
mikroorganizmi, pri polsinteznih učinkovinah gre za modifikacijo osnovne spojine, ki jo 
sintetizirajo mikroorganizmi ter sintezne protibakterijske učinkovine. Polsintezne in sintezne 
protibakterijske učinkovine predstavljajo dobro alternativo biosinteznim, saj je njihova toksičnost 
manjša, učinkovitost pa večja. Bakterije sinteznim učinkovinam predhodno niso izpostavljene, 
zato je pri le-teh manjša možnost nastanka odpornosti (4). Protibakterijske učinkovine se 
razlikujejo tudi glede na njihov spekter delovanja. Ozko-spektralne učinkovine delujejo le proti 
določenim patogenom, široko-spektralne pa učinkujejo proti različnim tipom bakterij (5). 
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Poznamo različne mehanizme delovanja protibakterijskih učinkovin (Slika 1): 
o Zaviranje metabolizma: protibakterijske učinkovine, ki selektivno zavirajo celični 
metabolizem bakterij in na metabolizem gostitelja ne vplivajo, imenujemo antimetaboliti 
(sulfonamidi, trimetoprim). 
o Zaviranje biosinteze celične stene: bakterijska celična stena je sestavljena iz makromolekulsko 
premreženega peptidoglikana. Učinkovine preprečijo njegovo sintezo, celična stena je 
oslabljena, kar vodi do lize celic in posledično celične smrti. Delujejo specifično samo na 
prokariontske celice, saj človeška celica nima celične stene (fosfomicin, penicilini, 
cefalosporini, glikopeptidi). 
o Interakcija s celično membrano: učinkovine vplivajo na spremembo permeabilnosti 
membrane, zaradi česar pride do izgube pomembnih metabolitov in ionov, kar je za bakterijske 
celice usodno (polimiksini, gramcidin A). 
o Oviranje biosinteze proteinov: evkariontske in prokariontske celice imajo različno strukturo 
ribosomov. Ta razlika omogoča specifično zaviranje sinteze proteinov in encimov, ki so 
ključni za preživetje bakterijskih celic (rifamicin, aminoglikozidi, tetraciklini, kloramfenikol). 
o Zaviranje transkripcije in replikacije DNA: prepreči celično delitev in sintezo esencialnih 
proteinov (proflavin, fluorokinoloni) (5, 6). 
 
 
Slika 1: Mehanizmi delovanja protibakterijskih učinkovin (prirejeno po (5)). 
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1.1.1 Odpornost na protibakterijske učinkovine 
Bakterije lahko na protibakterijske učinkovine razvijejo odpornost in postanejo rezistentne, zaradi 
česar s temi učinkovinami ne moremo več inhibirati rasti mikrobov. Odpornost na protibakterijske 
učinkovine se je začela pojavljati že kmalu po odkritju penicilina in danes predstavlja enega izmed 
večjih globalnih problemov (2). Med najbolj problematične spadajo na meticilin odporni 
Staphylococcus aureus (MRSA) in na vankomicin odporni enterokoki (VRE). Odpornost bakterij 
proti protibakterijskim učinkovinam se je razvila zaradi njihove široke, prekomerne in nepravilne 
uporabe, prevelikega in nepravilnega predpisovanja, zaradi nezadostnega razvoja novih učinkovin 
ter njihove preventivne uporabe v živinoreji. Prav tako te učinkovine vplivajo na mikrobiom v 
naravi, saj se preko živali izločajo v okolje (1). Do bakterijske odpornosti lahko pride tudi zaradi 
zdravljenja s prenizkimi odmerki zdravil, pri čemer ne pride do uničenja določenih bakterij in se 
njihov razvoj nadaljuje. Bakterije so lahko zaradi genetskih sprememb manj občutljive na 
protibakterijske učinkovine ali zmanjšajo njihov privzem v celico. Genetske spremembe se lahko 
v genomu ohranijo in prenesejo na naslednje generacije bakterij. Spremembe, ki vodijo v 
odpornost bakterij, so posledica različnih mehanizmov, in sicer točkovne mutacije, inverzije, 
duplikacije in prenosa določenih segmentov genov ali prevzem (horizontalni prenos) DNA iz 
plazmidov ali bakteriofagov. Plazmidi so nejederne in v večini primerov krožne molekule DNA, 
ki se med celicami prenašajo s konjugacijo (prenos preko pilijev), transdukcijo (prenos z virusnim 
vektorjem) ali transformacijo (privzem eksogene DNA iz okolja). Ti mehanizmi lahko bakterije, 
občutljive na protibakterijske učinkovine, pretvorijo v odporne (3, 7). Mikroorganizmi hitreje 
razvijejo odpornost proti naravnim (biosinteznim) protibakterijskim učinkovinam, saj so bili 
prehodno tem komponentam že izpostavljeni (4). Odpornost je lahko naravna, prisotna pred 
izpostavljenostjo protibakterijskim učinkovinam in je posledica strukturnih in funkcionalnih 
lastnosti bakterijske celice ali pridobljena, ki se razvije po izpostavljenosti učinkovinam kot 
posledica mutacij v kromosomskih genih ali s horizontalnim prenosom genov (2, 3). 
Mehanizmi odpornosti bakterij na protibakterijske učinkovine:  
o Encimska razgradnja ali inaktivacija protibakterijskih učinkovin. Najpogosteje je prisotna pri 
naravnih (biosinteznih) učinkovinah, kot so penicilini in cefalosporini. Vsebujejo β-laktamski 
obroč, ki ga bakterijski encimi β-laktamaze hidrolizirajo, obroč se odpre in učinkovine 
postanejo neaktivne. Danes je poznanih okoli 200 β-laktamaz, ki deaktivirajo številne 
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protibakterijske zdravilne učinkovine. Najbolje poznana bakterija z omenjeno odpornostjo je 
MRSA.  
o Preprečitev dostopa zdravilne učinkovine do tarčnega mesta z zmanjšanjem prepustnosti 
celične stene. Ta mehanizem je posebej značilen za gramnegativne bakterije zaradi zgradbe 
njihove celične stene, ki omogoča selektivno prehajanje molekul skozi kanalčke (porine). 
Nekatere bakterijske mutacije vplivajo na zapiranje ali spremenjeno izražanje porinov, tako da 
učinkovine ne morejo prehajati do periplazemskega prostora, kjer se nahaja tarča zdravilne 
učinkovine.  
o Sprememba tarče, na katero deluje zdravilna učinkovina. V tarčnih proteinskih molekulah 
lahko pride do mutacij aminokislinskih ostankov, kar vodi v spremembo strukture proteinov, 
zaradi česar je zmanjšana učinkovitost vezave protibakterijske učinkovine na tarčo ter s tem 
tudi njen učinek. 
o Črpanje protibakterijskih učinkovin iz bakterijske celice. V citoplazemski membrani 
gramnegativnih bakterij imajo določeni proteini vlogo iztočnih črpalk, ki izločajo 
protibakterijske učinkovine in s tem preprečujejo doseganje učinkovite koncentracije le-teh. 
Vloga teh črpalk je izločanje substanc, ki so toksične za bakterije (5, 7). 
 
1.2 BAKTERIJSKA CELICA 
Celice delimo v dve skupini, in sicer prokariontske (celice brez jedra) in evkariontske (celice z 
jedrom). Bakterije spadajo v skupino prokariontov, ki so enostavni enocelični organizmi. Sem 
spadajo patogene bakterije, ki povzročajo bolezni in nepatogene komenzalne bakterije, ki se 
nahajajo vsepovsod: v vodi, zemlji, zraku, našem organizmu. Prokarionti v primerjavi z evkarionti 
nimajo jedra, mitohondrijev, Glogijevega telesca in endoplazmatskega retikuluma. Bakterijske 
celice se razlikujejo po velikosti (1–20 µm ali večje), obliki (okrogle, paličaste, spiralne) ter 
prostorski ureditvi (samostojne celice, verige, grozd). Imajo kratko življenjsko dobo, se hitro delijo 
in rastejo, imajo veliko biokemijsko zmožnost ter spremenljiv in prilagodljiv metabolizem (5, 8). 
1.2.1 Zgradba bakterijske celice 
Osnovni deli bakterijske celice so citoplazma, citoplazemska membrana, celična stena, kapsula in 
izrastki (flageli ali bički in fimbrije ali pili) (Slika 2). 
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V citoplazmi bakterijske celice se nahajajo DNA, informacijska RNA (mRNA), ribosomi, proteini, 
metaboliti ter inkluzijska telesca. Za razliko od evkariontov se bakterijski kromosom (nukleoid) 
ne nahaja v jedru, temveč prosto plava v citoplazmi. Inkluzijska telesca služijo za shranjevanje 
organskih in anorganskih snovi ter zmanjšujejo osmotski pritisk. V citoplazmi lahko najdemo tudi 
plazmide. Predstavljajo del bakterijskega genoma in določajo lastnosti, ki za bakterijo niso 
življenjskega pomena, lahko pa zagotavljajo selektivno odpornost na določene protibakterijske 
učinkovine. Citoplazemska membrana obdaja citoplazmo in je zgrajena iz dveh plasti fosfolipidov, 
v katere so zasidrane molekule proteinov. Omogoča selektivni prenos molekul, prehajanje hranil 
skozi proteinske mostove in izločanje metabolitov ter eksoencimov. Nad citoplazemsko 
membrano leži celična stena, ki ščiti bakterijo pred vplivi okolja, daje celici trdnost in obliko, 
varuje celico pred delovanjem protibakterijskih učinkovin in omogoča komunikacijo med 
bakterijo in zunanjim okoljem. Struktura, funkcija in sestavni deli celične stene se razlikujejo pri 
grampozitivnih in gramnegativnih bakterijah. Nekatere bakterije so obdane še s polisaharidno ali 
proteinsko plastjo imenovana kapsula (glikokaliks). Za rast bakterij ni nujno potrebna, ima pa 
pomembno vlogo za preživetje bakterije pri gostitelju, saj predstavlja glavni virulenten faktor (9, 
10). 
 
Slika 2: Zgradba grampozitivne in gramnegativne bakterijske celice (prirejeno po (9)). 
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1.2.2 Celična stena 
Bakterijska celična stena je kompleksna, večplastna celična struktura, ki se nahaja na zunanji strani 
citoplazemske membrane. Vloga celične stene je ločevanje in varovanje notranjosti celice pred 
škodljivimi zunanjimi vplivi, zagotavlja celično obliko in rigidnost, ščiti celico pred uničenjem 
zaradi visokega notranjega osmotskega pritiska ter bakterijam omogoča komunikacijo z zunanjim 
okoljem – prenos snovi in informacij. Velik del celične stene predstavlja plast peptidoglikana, ki 
je sestavljena iz trdnih glikanskih verig, prečno povezanih s peptidnimi mostički. Glede na različno 
sestavo celične stene oziroma debelino plasti peptidglikana lahko bakterije razdelimo v dve 
skupini, in sicer grampozitivne ter gramnegativne bakterije. Barvanje po Gramu je enostaven test 
za ločevanje bakterij in ga izvedemo tako, da vzorec bakterij nanesemo in toplotno fiksiramo ter 
dodamo barvilo metilvijolično, ki ga speremo z jodovo raztopino, pri čemer se tvorijo kristali 
metilvijoličnega. Presežek barvila speremo z etanolom in gramnegativne bakterije se razbarvajo, 
saj se kristali metilvijoličnega ne ujamejo v tanko plast peptidoglikana. Dodamo raztopino fuksina 
v etanolu, pri čemer se gramnegativne bakterije obarvajo rdeče. Grampozitivne bakterije pa pod 
mikroskopom vidimo vijolične barve, saj se kristali metilvijoličnega ujamejo v debeli plasti 
peptidoglikana. Grampozitivne bakterije imajo v primerjavi z gramnegativnimi bakterijami 
debelejšo plast peptidoglikana (11, 12). 
Grampozitivne bakterije imajo debelo, večplastno celično steno, sestavljeno pretežno iz 
peptidoglikana (20–80 nm). Zaradi debelejše plasti peptidoglikana so grampozitivne bakterije bolj 
odporne na osmotski pritisk. Celična stena vsebuje tudi druge komponente, kot so teihojska in 
lipoteihojska kislina, proteini in kompleksi polisaharidi (C polisaharidi). Teihojska kislina je 
anionski polimer poliolnih fosfatov, ki je kovalentno vezana na peptidoglikan in ima pomembno 
vlogo pri vzdrževanju strukture celične stene. Teihojske in lipoteihojske kisline pri gramnegativnih 
bakterijah niso prisotne. Lipoteihojska kislina ima v strukturi maščobne kisline in je kovalentno 
vezana na citoplazemsko membrano. Gre za površinske antigene, ki omogočajo povezavo z 
drugimi bakterijami ali specifičnimi receptorji na evkariontskih celicah (adherenca). 
Periplazemski prostor (prostor med celično membrano in celično steno) je pri grampozitivnih 
bakterijah manjši. V njem se nahaja relativno malo proteinov, verjetno zaradi porozne plasti 
peptidoglikana skozi katerega difundirajo metaboliti. Večina proteinov se nahaja na površini 
peptidoglikana, kar omogoča interakcije med bakterijo in okoljem. Encimi, ki se izločijo iz 
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grampozitivnih bakterij, se imenujejo eksoencimi in služijo za razgradnjo polimerov, ki bi bili 
sicer preveliki za prenos skozi celično membrano (9, 10). 
Gramnegativne bakterije imajo tanjšo in bolj kompleksno sestavo celične stene. Celično 
membrano pokriva 2–7 nm debela plast peptidoglikana, katerega obdaja periplazemski prostor z 
obeh strani. Periplazemski prostor je pri gramnegativnih bakterijah večji in lahko predstavlja 20–
40 % celotnega celičnega volumna. V njem se nahajajo periplazemski proteini, ki sodelujejo pri 
absorpciji hranil, hidrolitični encimi, transportni proteini ter proteini, ki sodelujejo pri izgradnji 
peptidoglikana in odstranjevanju toksičnih snovi. Na zunanji strani tanke plasti peptidoglikana se 
nahaja zunanja membrana, ki prestavlja permeabilno bariero za večje in hidrofobne molekule. 
Zunanja membrana je povezana s citoplazemsko membrano na več adhezijskih mestih in s 
peptidoglikanom preko lipoproteina (Braunov lipoprotein), ki je kovalentno vezan na 
peptidoglikan in s hidrofobnim delom zasidran v zunanjo membrano. Adhezijska mesta 
zagotavljajo pot prenosa na novo sintetiziranih komponent za sintezo zunanje membrane. Zunanjo 
membrano sestavljajo tudi velike, kompleksne molekule – lipopolisahadidi. Sestavljeni so iz treh 
delov: lipida A, polisaharidnega jedra in O stranske verige. Lipid A ima pomembno vlogo pri 
stabilizaciji zunanje membrane. Polisaharidno jedro je povezano z lipidom A, na polisaharidno 
jedro pa je pripeta O stranska veriga, ki je različna glede na vrsto bakterij. Deluje tudi kot antigen, 
saj sproži imunski odgovor in posledično sintezo protiteles. Na zunanji membrani se nahajajo tudi 
proteini, ki omogočajo difuzijo metabolitov in majhnih hidrofilnih molekul, strukturni proteini, 
receptorske molekule za bakteriofage ter ligandi in komponente za transport (9, 10). 
1.2.3 Peptidoglikan 
Peptidoglikan (murein) je kompleksen polimer in predstavlja ključno komponento bakterijske 
celične stene. Nahaja se na zunanji strani citoplazemske membrane skoraj vseh bakterij. 
Najpomembnejša naloga peptidoglikana je vzdrževanje celične integritete, saj ščiti celico pred 
osmotskim pritiskom v citoplazmi in ji daje trdnost. Kakršno koli zaviranje biosinteze 
peptidoglikana zaradi mutacij ali protibakterijskih učinkovin, vodi v lizo celice in posledično 
celično smrt. Peptidoglikan ima pomembno vlogo tudi pri vzdrževanju oblike celic in rigidnosti, 
pri celični delitvi ter predstavlja podlago za pritrjevanje celičnih komponent pomembnih za razvoj 
celice (npr. proteini) (13). 
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Peptidoglikan je heteropolimerni kompleks zgrajen iz linearnih polisaharidnih verig, ki so prečno 
povezane z oligopeptidi. Linearni polisaharidi so sestavljeni iz izmenjujočih se N-
acetilglukozamina (GlcNAc) in N-acetilmuraminske kisline (MurNAc), ki sta povezani z β-1,4-
glikozidno vezjo, preko karboksilne skupine D-alanina (pozicija 4) in amino skupine 
diaminokisline/m-A2pm (pozicija 3) (4-3 prečna vezava) (14). Sosednje polisaharidne verige so 
med seboj povezane direktno ali preko kratkih peptidnih mostičkov (13). Karboksilna skupina 
MurNAc je povezana s peptidno verigo, ki ima pri gramnegativnih bakterijah zaporedje L-alanin-
gama-D-glutaminska kislina-mezo-2,6-diaminopimpelinska kislina-D-alanin, pri grampozitivnih 
bakterijah pa je tretja aminokislina L-lizin ali ostale aminske kisline. Pri grampozitivnih bakterijah 
je plast peptidoglikana v primerjavi z gramnegativnimi bakterijami debelejša in večkratno prečno 
povezana (15). 
1.2.4 Biosinteza peptidoglikana 
Biosinteza peptidoglikana je kompleksni proces kataliziran z encimi, ki poteka v treh stopnjah: v 
citoplazmi (sinteza nukleotidnih prekurzorjev), na notranji strani citoplazemske membrane 
(sinteza lipidnih intermediatov) in na zunanji strani citoplazemske membrane (polimerizacija) 
(Slika 3). 
Prvo stopnjo sinteze peptidoglikana, ki poteka v citoplazmi, lahko razdelimo v štiri sklope reakcij: 
1. sinteza UDP-N-acetilglukozamina iz fruktoze-6-fosfata, 
2. sinteza UDP-N-acetilmuraminske kisline iz UDP-N-acetilglukozamina, 
3. sinteza UDP-N-acetilmuramil-pentapeptida iz UDP-N-acetilmuraminske kisline in 
4. sinteza D-glutaminske kisline in dipeptida D-alanil-D-alanina (16). 
UDP-N-acetilglukozamin (UDP-GlcNAc) se sintetizira iz fruktoza-6-fosfata s pomočjo štirih 
encimov. D-Glukozamin-6-fosfat sintaza (GlmS) je amidotransferaza, ki katalizira reakcijo 
pretvorbe fruktoza-6-fosfata do glukozamin-6-fosfata. Le-ta se s fosfoglukozamin mutazo (GlmM) 
pretvori v izomer glukozamin-1-fosfat. Nadalje N-acetilglukozamin-1-fosfat acetiltransferaza 
katalizira prenos acetilne skupine iz acetil koencima A (AcCoA) do glukozamin-N-1-fosfata, pri 
čemer nastane glukozamin-N-acetil-1-fosfat (GlcNAc-1-P). Nato N-acetilglukozamin-1-fosfat 
uridiltransferaza (GlmU) pretvori N-acetilglukozamin-1-fosfat in uridin trifosfat (UTP) v 
uridildifosfat-N-acetilglukozamin (UDP-GlcNAc) in anorganski fosfat. Encim MurA katalizira 
prenos enolpiruvata iz fosfoenolpiruvata (PEP) na 3'-hiroksi skupino UDP-GlcNAc, pri čemer 
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nastane uridildifosfat-N-acetilglukozamin enolpiruvat (UDP-GlcNAc-Ep) in prosti fosfat (Pi). 
Redukcijo produkta UDP-GlcNAc-Ep v prisotnosti NADPH in protona H+ katalizira encim MurB, 
pri čemer nastane uridildifosfat-N-acetilmuraminska kislina (UDP-MurNAc). Sinteza peptidne 
osnove peptidoglikana poteka s pomočjo štirih encimov – Mur ligaze (MurC, D, E, F). Mur ligaze 
katalizirajo encimske reakcije prenosa L-alanina (MurC), D-glutaminske kisline (MurD), diamino 
kisline (mezo-diaminopimelinska kislina) ali L-lizina (MurE) in dipeptida D-alanin-D-alanin 
(MurF) na D-laktoilno skupino UDP-Mur-NAc. Nastane UDP-N-acetilmuramil-pentapeptid z 
aminokislinskim zaporedjem L-alanin, D-glutaminska kislina, mezo-diaminopimelinska kislina 
oz. L-lizin in D-alanin-D-alanin (11, 17). 
 
Slika 3: Shema biosinteze peptidoglikana (povzeto po (15, 18)). 
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Na notranji strani citoplazemske membrane poteka sinteza lipidnih intermediatov. UDP-MurNAc-
pentapeptid se veže na membranski lipidni prenašalec undekaprenol fosfat in s pomočjo encima 
MraY nastane prvi lipidni intermediat (lipid I). Nato encim MurG katalizira prenos GlcNAc na 
lipid I, kar vodi do nastanka drugega lipidnega intermediata (lipid II), ki predstavlja osnovno 
monomerno enoto končnega polimera peptidoglikana (15, 19). 
V zadnji fazi sinteze peptidoglikana poteče polimerizacija monomernih enot. Lipid II se prenese 
na zunanjo stran citoplazemske membrane do zunanjih verig peptidoglikana, kjer se dogaja 
premreženje s pomočjo transglikozilaznih in transpeptidaznih reakcij. Nastanejo peptidni mostički 
med tretjo aminokislino na peptidnem mostičku (mezo-diaminopimelinska kislina oz. L-lizin) s 
četrto aminokislino D-alanin na drugi verigi (15). Tako nastane končni polimer – premrežen 
peptidoglikan.  
 
1.3 ENCIMI 
Encimi so kompleksni proteini, ki v organizmu delujejo kot katalizatorji kemijskih reakcij 
(biološki katalizatorji). Katalizatorji zmanjšajo aktivacijsko energijo reakcije, zaradi česar reakcija 
poteče hitreje, sami pa se pri tem ne spremenijo. Molekule, ki v reakcijo vstopajo, se imenujejo 
substrati, nastanejo pa produkti (10). Encimi delujejo selektivno za substrat in katalizirajo točno 
določeno kemijsko reakcijo, kar jim omogoča tridimenzionalna struktura specifičnih aminokislin 
v aktivnem mestu. Aktivno mesto ima dve funkcionalno pomembni regiji: mesto, ki prepozna in 
veže substrat – substrat-vezavno mesto ter katalitično mesto, kjer poteka kataliza. Glede na tip 
kemijske reakcije, ki jo encimi katalizirajo, lahko encime razdelimo v šest glavnih skupin: 
oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze in ligaze. Encim MurA spada v skupino 
transferaz (5). 
1.3.1 Zaviralci encimov 
Encimi so najpogostejše tarče zdravilnih učinkovin, saj so ključni pri mnogih patoloških procesih, 
encimsko katalizirane reakcije pa so pomembne za preživetje virusov, bakterij in evkariontskih 
organizmov. Zaviralce encimov delimo glede na trajanje inhibicije, kjer ločimo reverzibilne in 
ireverzibilne zaviralce. V prisotnosti reverzibilnih zaviralcev nastane kompleks encim-zaviralec, 
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zaradi česar encimska reakcija ne poteče. Kasneje se zaviralec sprosti iz encima, ki se zopet 
aktivira in reagira s substratom. Glede na mehanizem reverzibilne zaviralce nadalje delimo na 
kompetitivne, nekompetitivne in akompetitivne. Kompetitivni zaviralci so lahko podobni substratu 
ali produktu in tekmujejo za vezavo v aktivno mesto encima. Njihova učinkovitost je odvisna od 
koncentracije substrata, saj se v primeru povečane koncentracije substrata učinek zaviralcev izniči. 
Učinek nekompetitivnih zaviralcev, ki po strukturi niso podobni substratu ali produktu in se vežejo 
na drugo (alosterično) vezavno mesto na encimu, ni odvisen od koncentracije substrata. 
Akompetitivni zaviralci se vežejo samo na kompleks encim-substrat, zato je pri tej vrsti zaviralcev 
njihova učinkovitost večja s porastom koncentracije substrata. Ireverzibilni zaviralci pa encim 
modificirajo trajno, s čimer encim izgubi svojo katalitsko funkcijo. Med zaviralcem in encimom 
(aminokislinskim ostankom) se tvori kovalentna vez, ki je izredno stabilna. Najbolj učinkoviti 
ireverzibilni zaviralci vsebujejo elektrofilno funkcionalno skupino, ki reagira z nukleofilno 
skupino, prisotno na aminokislinskem ostanku encima. Ciljana aminokislinska ostanka sta 
običajno cistein ali serin, ki se nahajata v aktivnem mestu encima in imata nukleofilni skupini (-
SH in -OH), ki sodelujeta pri encimskih reakcijah. Elektrofilne skupine pri ireverzibilnih zaviralcih 
so alkilni halidi, epoksidi, α,β-nenasičeni ketoni ali laktoni in laktami (3, 6). 
1.3.2 Encim MurA 
Encim MurA (UDP-N-acetilglukozamin 
enolpiruvil transferaza) je znotrajcelični 
bakterijski encim, ki je ključen v prvi 
stopnji biosinteze peptidoglikana. 
Zgrajen je iz enojne polipeptidne verige, 
ki je zvita v dve globularni domeni, med 
katerima se nahaja aktivno mesto encima 
(20) (Slika 4). Domeno s katalitskim 
mestom Cys115 imenujemo katalitska 
domena (ostanki 22–229), druga pa se 
imenuje C-terminalna domena (ostanki 
1–21 in 230–419) (16).  
Slika 4: Tridimenzionalna struktura encima MurA. a) 
encim MurA iz bakterije Enterobacter cloacae brez 
liganda v odprtem stanju, b) MurA iz bakterije E. coli 
v zaprtem stanju z vezanim UDP-GlcNAc in 
zaviralcem fosfomicinom. Domeni sta prikazani z 
zeleno in modro barvo (prirejeno po (15)). 
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Encim MurA najdemo tako pri grampozitivnih, kot tudi pri gramnegativnih bakterijah. 
Gramnegativne bakterije imajo eno kopijo MurA gena, grampozitivne bakterije pa imajo dve. 
Encim MurA predstavlja validirano tarčo za zdravilne učinkovine, saj je njegova aktivnost nujna 
za preživetje bakterij, hkrati pa ga pri človeku ne najdemo (21, 22). Poleg MurA je 5-enolpiruvil-
šikimat-3-fosfat sintaza (EPSP) edini poznani enolpiruvatni encim, ki katalizira podobno reakcijo 
in je prisoten pri sintezi šikimatske kisline pri rastlinah in mikroorganizmih (20). MurA encim 
katalizira prenos enolpiruvatne skupine iz fosfoenolpiruvata (PEP) na 3'-hidroksi skupino UDP-
N-acetilglukozamina (UDP-GlcNAc) (21). Pri reakciji nastaneta dva produkta, in sicer anorganski 
fosfat in UDP-GlcNAc-enolpiruvat, ki se nato reducira do ključnega prekurzorja za sintezo 
peptidoglikana – UDP-N-acetilmuraminske kisline (UDP-MurNAc) (17, 23). Encimsko 
katalizirana reakcija poteka po adicijsko-eliminacijskem mehanizmu (Slika 5). MurA se pred 
reakcijo nahaja v odprti obliki, kar omogoča vezavo substrata UDP-GlcNAc v aktivno mesto 
encima, pri čemer potečejo konformacijske spremembe površinske zanke in premik domene, kar 
vodi v zaprto obliko encima. Ta je ključna za katalizo, saj privede Cys115 k vezavnemu mestu za 
PEP (20, 24). Po vezavi drugega substrata (PEP) pride do prenosa protona na PEP, nastali 
oksikarbenski ion pa se veže na peptidni nukleotid. Pri adicijskem delu reakcije nastane 
tetraedrični intermediat, pri čemer sta 3´-OH skupina UDP-GlcNAc in C-2 PEP povezana 
kovalentno. Pri reakciji eliminacije se iz C-3 PEP odstrani proton, kar vodi do sprostitve 
anorganskega fosfata (Pi) iz tetraedričnega intermediata in ponovnega nastanka dvojne vezi med 
C-2 in C-3. Pri reakciji nastane produkt UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvat, ki sodeluje v 
nadaljnjih reakcijah sinteze peptidoglikana (25). 
 
Slika 5: Adicijsko-eliminacijski mehanizem reakcije, ki jo katalizira encim MurA (prirejeno po 
(25)). 
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1.3.3 Zaviralci encima MurA 
Encim MurA predstavlja tarčo za naravno prisotni širokospektralni antibiotik fosfomicin, ki 
ireverzibilno zavira MurA s kovalentno vezavo na tiolno skupino Cys115 (v E. coli), kar 
onemogoči vezavo substrata PEP v aktivno mesto encima (Slika 6). Inaktivacija MurA s 
fosfomicinom je časovno odvisna in izboljšana v prisotnosti substrata UDP-GlcNAc, kar nakazuje, 
da so konformacijske spremembe v aktivnem mestu v prisotnosti substrata ključne za inaktivacijo 
encima. Nekatere patogene bakterije, kot na primer Mycobacterium tuberculosis, Clamydia 
trachomatis in Vibrio fischeri, so intrinzično odporne na fosfomicin zaradi zamenjave 
katalitičnega Cys z aspartatom (24). Encim MurA iz E. coli, ki vsebuje mutacijo Cys115, je 
encimsko aktiven, hkrati pa je odporen na fosfomicin (16). Odpornost številnih drugih bakterijah 
na fosfomicin se pojavi zaradi encimske modifikacije antibiotika, zmanjšanega privzema 
antibiotika, povečanega izražanja encima MurA ter že omenjene mutacije Cys115. Zaradi vse 
večje odpornosti se raziskujejo novi zaviralci MurA (26, 27). 
 
Slika 6: Inaktivacija encima MurA s fosfomicinom kot posledica kovalentne vezave med Cys115 
in fosfomicinom (prirejeno po (25)). 
 
Pri testiranju knjižnice spojin so raziskovalci iz Johnson Pharmaceutical Research Institute odkrili 
tri potencialne zaviralce encima MurA z IC50 0,2–0,9 μM: ciklični disulfid RWJ-3981 (Slika 7), 
pirazolpirimidin RWJ-110192 in purinski analogi RWK-140998. Predvideli so, da se ti zaviralci 
nekovalentno vežejo na aktivno mesto encima ali v bližino le-tega. Vse tri spojine imajo 
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) proti S. aureus v območju od 4 μg/mL do 32 μg/mL, 
vendar nespecifično zavirajo tudi sintezo DNA, RNA in proteinov. S pomočjo virtualnega 
rešetanja sta bila odkrita dva derivata 5-sulfonoksil-antranilne kisline (T6361 in T6362), ki 
kompetitivno zavirata encim MurA z IC50 v nizkem mikromolarnem območju. Ne vežeta se v 
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aktivno mesto encima, temveč preprečujeta konformacijsko pretvorbo iz odprte v zaprto obliko, 
ki je ključna za katalitsko aktivnost. Seskviterpenska laktona cinicin in cinaropikrin ireverzibilno 
zavirata MurA iz E. coli in Pseudomonas aeruginosa. MurA katalizira nastanek kovalentne vezi 
med cinicinom in UDP-GlcNAc, kar vodi v nastanek nekovalentnega samomorilskega zaviralca. 
Čeprav so protibakterijske lastnosti seskviterpenskih laktonov dobro poznane, ne moremo trditi da 
je njihovo delovanje izključno posledica zaviranja MurA, saj lahko elektrofilna funkcionalna 
skupina – lakton – reagira s številnimi drugimi nukleofili v celici. V isti študiji so identificiral tudi 
(±) tulipanin B in 1-tuliposid B (IC50 = 2–5 μM). Zaviranje encima je časovno odvisno in ojačano 
v prisotnosti substrata UDP-GlcNAc. Derivati nitrovinilfurana in bromonitrometana so pokazali 
širokospektralno protibakterijsko aktivnost in zaviranje MurA iz E. coli, P. aeruginosa in S. aureus 
v nizko mikromolarnem območju, vendar se je izkazalo, da ne delujejo specifično na MurA, saj 
reagirajo s številnimi cisteinskimi ostanki proteinov. Z rešetanjem visoke zmogljivosti 
Novartisove kemijske knjižnice sta bili identificirani dve novi skupini zaviralcev. 2-
Aminotetralonski derivati ireverzibilno inaktivirajo MurA iz E. coli z IC50 = 3,1–8,5 μM, 
benzotiaksalonski derivati pa se kovalentno vežejo na Cys115 in imajo IC50 = 1,09–51,46 μM. 
Učinkovite zaviralce MurA iz bakterije H. influenzae ebselen, timerosal in tiram so odkrili z 
rešetanjem visoke zmogljivosti Korea Chemical Bank. Spojine se kovalentno vežejo na katalitični 
Cys117 v odprti konformaciji encima MurA, kar sproži konformacijsko spremembo v zaprto 
obliko encima in prepreči vezavo substrata UDP-GlcNAc. MurA v nizkem mikromolarnem in 
submikromolarnem območju zavirajo tudi hidroksikinoni, ki se vežejo na cisteinski ostanek MurA, 
vendar ne kažejo protibakterijske aktivnosti. Tereična kislina je metabolit gliv in kovalentno zavira 
MurA iz bakterij E. cloacae in E. coli. Inhibicija je časovno odvisno in je ojačana v prisotnosti 
substrata UDP-GlcNAc. Dodatne študije so pokazale, da encim MurA ni edina tarča tereične 
kisline in da je njeno protibakterijsko delovanje posledica kombinacije številnih mehanizmov (24, 
28–30). 
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Slika 7: Strukture nekaterih znanih zaviralcev encima MurA (povzeto po (28)).   
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2 NAMEN DELA 
Cilj magistrske naloge bo sinteza in biokemijsko testiranje zaviralne aktivnosti novih 2-
klorobenzotiazolnih zaviralcev encima MurA, s čimer želimo ugotoviti povezavo med strukturo 
in zaviralnim delovanjem (SAR) spojin v primeru različnih substituentov vezanih na aromatski 
obroč. 
Na Fakulteti za farmacijo so v predhodnih raziskavah ugotovili dobro zaviralno delovanje spojine 
2-klorobenzo-1,3-tiazol (spojina 1b) na MurA iz E. coli in S. aureus. Spojina ima vrednost IC50 v 
srednjem mikromolarnem območju, in sicer je pri E. coli vrednost IC50 = 120 ± 12 µM, pri S. 
aureus pa IC50 = 123 ± 12 µM.  
Spojino 1b bomo najprej resintetizirali z namenom, da potrdimo njeno zaviralno delovanje. Nato 
bomo sintetizirali analoge te spojine, ki se bodo razlikovali v substituentih na aromatskem obroču. 
Izhajali bomo iz različno substituiranih anilinov, ki jih bomo v prvi stopnji reakcij pretvorili do 
benzo-1,3-tiazol-2-aminov, v drugi stopnji sinteze pa bomo le-te klorirali do derivatov 2-
klorobenzo-1,3-tiazola (Slika 8). Sledilo bo biokemijsko vrednotenje spojin na encimu MurA iz 
bakterij E. coli in S. aureus. Spojinam bomo najprej določili rezidualno aktivnost. Najmočnejšim 
zaviralcem MurA bomo določili tudi vrednost IC50, s pomočjo katere bomo lahko analoge 
primerjali po jakosti inhibicije. Iz teh vrednosti bomo lahko sklepali, kako različni substituenti in 
mesto substitucije vplivajo na zaviralno delovanje spojin na encima MurA. Aktivnim spojinam 
bomo določili tudi Hillov koeficient, ki nam pove specifičnost zaviralnega delovanja posamezne 
spojine na preiskovanem encimu.  
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Slika 8: Shema načrtovanih substituentov na meta in para mestu.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri eksperimentalnem delu sinteze in izolacije produktov smo uporabljali topila in reagente 
različnih proizvajalcev (Acros, Apollo Scientific, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich), ki jih pred 
uporabo ni bilo potrebno predpripraviti.  
 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
o Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Potek kemijskih reakcij in čiščenje končnih produktov smo spremljali s tankoplastno 
kromatografijo. Uporabljali smo plošče TLC Silica gel 60 F254 (proizvajalec Merck), ki imajo na 
aluminijastem nosilcu 0,20 mm debel nanos silikagela z dodanim fluoroscenčnim indikatorjem. 
Mobilne faze so navedene v eksperimentalnem delu pri posameznih spojinah. Spojine smo na 
kromatografskih ploščah detektirali pod UV svetlobo (λ = 254 in 366 nm) in s pomočjo orositvenih 
reagentov (ninhidnin, bromkrezolno zeleno). 
o Kolonska kromatografija 
Sintetizirane spojine smo izolirali in očistili s »flash« kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot 
stacionarno fazo uporabili silikagel 60, z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm (proizvajalec Merck). 
Uporabili smo različne mobilne faze, ki so navedene pri posameznih sinteznih postopkih. 
o Reverznofazna kromatografija 
Pri poskusu sinteze spojine 11 smo poskusili produkt očistiti z reverznofazno kromatografijo 
(sistem Isolera, C18 kolona, Biotage Isolera One System) s kolono Biotage SNAP Cartiridge KP-
C18-HS (12g) in UV-VIS detektorjem (220 in 254 nm). Kot mobilno fazo smo uporabili gradient 
voda/acetonitril. 
 
 19 
 
o Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Analize HPLC končnih spojin in nekaterih intermediatov smo opravili na sistemu Thermo Fisher 
UltimMate 3000 s kolono Acquity UPLC HSS C18 1,8 µm (2,1 × 50 mm). Temperatura kolone je 
bila 40 °C. Uporabljena mobilna faza je bila v obliki mešanice 0,1 % raztopine TFA v bidestilirani 
vodi in acetonitrila, s hitrostjo pretoka 0,4 mL/min in gradientom 10 % acetonitrila do 90 % 
acetonitrila v 7 min. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
o Jedrska magnetna resonanca (NMR)  
NMR spektri (1H in 13C) so bili posneti na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani na spektrometru 
Burker Avance III 400 MHz. Vzorce smo predhodno raztopili v devteriranih topilih DMSO-d6 in 
CDCl3 ter po potrebi povečali topnost z dodatkom TFA-d. Kemijske premike smo podali v enoti 
»parts per million« (ppm) glede na signal topila (inertni standard). Spektre smo analizirali s 
programom MestReNova (Mastrelab Research S.L.).  
o Masna spektroskopija visoke ločljivosti (ESI-HRMS) 
ESI-HRMS spektri so bili posneti na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani na masnem spektrometru 
LC-MS/MS system Q Executive Plus (Thermo Scientific, MA, USA). 
o Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrometru Thermo Nicolet NEXUS 470 FTIR na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani. Sistem vključuje DTGS detektor in Omnic E.S.P 5.3 programsko opremo 
proizvajalca Thermo Fisher Scientific, ZDA. 
3.2.3 Določanje temperature tališča 
Temperature tališča končnih spojin smo določili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico 
(proizvajalec Leica) na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.4 Risanje in poimenovanje struktur spojin 
Za poimenovanje spojin in risanje strukturnih formul smo uporabili računalniški program 
ChemDraw Professional 16.0 (proizvajalec PerkinElmer Inc).  
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3.2.5 Biokemijsko testiranje 
Biokemijsko vrednotenje sintetiziranih spojin je bilo izvedeno z določitvijo njihovega zaviralnega 
delovanja na izoliranem encimu MurA iz bakterij E. coli in S. aureus. Encim MurA katalizira 
reakcijo med substratoma UDP-GlcNAc in PEP, pri čemer nastaneta UDP-GlcNAc-Ep in 
anorganski fosfat (Pi). Nato s testom na osnovi barvila malahit zeleno določimo sproščeni fosfat.  
Reakcijska zmes za inkubacijo encima s končnim volumnom 50 μL je vsebovala: 
o pri MurA iz E.coli: pufer 50 mM Hepes, pH 8,0; 0,005 % Triton X-114; 200 μM UDP-GlcNAc; 
100 μM PEP; očiščen MurAEC in 500 μM testirane spojine raztopljene v dimetilsulfoksidu 
(DMSO) s koncentracijo 5 % (v/v).  
o pri MurA iz S. aureus: pufer 50 mM Hepes, pH 8,0; 0,005 % Triton X-114; 200 μM UDP-
GlcNAc; 100 μM PEP; očiščen MurASA in 500 μM testirane spojine raztopljene v 
dimetilsulfoksidu (DMSO) s koncentracijo 5 % (v/v).  
Spojine smo najprej 30 min predinkubirali z encimom. Nato smo dodali substrat, s katerim smo 
začeli reakcijo. Po 15 min inkubaciji smo zmesi dodali reagent Biomol®. Anorganski fosfat 
sproščen pri encimski reakciji tvori z molibdatom fosfomolibdat, ta pa s tremi molekulami malahit 
zelenega tvori obarvan kompleks, ki ga določimo spektrofotometrično z maksimumom absorbance 
pri 650 nm. V prisotnosti zaviralcev encima MurA je količina sproščenega fosfata manjša, saj le-
ti onemogočijo reakcijo med substratoma UDP-GlcNAc in PEP ter posledično izmerimo nižjo 
absorbanco. Zmanjšanje katalitske aktivnosti preiskovanega encima podamo z rezidualno 
aktivnostjo (RA), ki ponazarja razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti in brez dodatka 
zaviralca. Zaviralci, ki močneje zavirajo delovanje encima MurA, imajo nižjo vrednost RA. 
Najmočnejšim zaviralcem smo določili vrednosti IC50, ki ponazarjajo koncentracijo testirane 
spojine pri 50 % zaviranju encimske aktivnosti (RA = 50 %) ter Hillov koeficient, ki predstavlja 
specifičnost zaviralnega delovanja posamezne spojine na preiskovani encim.  
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4 EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ 
4.1  SINTEZA DERIVATOV BENZO-1,3-TIAZOL-2-AMINA – postopek A 
4.1.1 Splošni postopek sinteze spojin – splošni postopek A 
Substituiran anilin (5 mL, 54,87 mmol, 1 ekv) in amonijev tiocianat (8,35 g, 109,74 mmol, 2 ekv) 
smo zmešali na ledeni kopeli v 100 mL brezvodne ocetne kisline. K raztopini smo nato na ledeni 
kopeli po kapljicah dodajali brom (5,48 mL, 109,74 mmol, 2 ekv) raztopljen v 25 mL brezvodne 
ocetne kisline. Reakcijsko zmes smo mešali 30 min. Oborino smo prekristalizirali iz etanola, 
izpadlo oborino smo odfiltrirali s presesavanjem in jo ponovno prekristalizirali iz etanola, da smo 
dobili benzo-1,3-tiazol-2-amin. 
4.1.1.1 Sinteza benzo-1,3-tiazol-2-amina (1) 
Spojino 1 smo sintetizirali po splošnem postopku A. V oborini smo dobili čist produkt, vendar je 
bil le-ta v obliki soli s HBr, zaradi česar ni potekla druga stopnja reakcije – kloriranje (postopek 
B).  
 
Postopek A smo zato modificirali, in sicer tako, da smo izpadlo oborino – produkt nevtralizirali z 
amonijakom in kalijevim karbonatom ter tako dobili neioniziran produkt. 
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4.1.1.2 Poskus sinteze 6-metilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (2) 
Spojino 2 smo sintetizirali po splošnem postopku A, vendar se produkt ni nahajal v oborini, tako 
kot pri sintezi spojine 1. Tudi v matičnici produkta nismo zasledili, zato smo postopek A dodatno 
modificirali.  
 
4.1.2 Modificiran splošni postopek A – sinteza spojin 1–9 
Ugotovili smo, da s splošnim postopkom A ne dobimo želenega produkta, zato smo postopek A 
nadalje modificirali in po tem postopku sintetizirali vse nadaljnje spojine. V ocetno kislino 
(40 mL) smo dodali p-metilanilin (2,0 g, 18,66 mmol, 1 ekv) in amonijev tiocianat (2,84 g, 
37,33 mmol, 2 ekv) ter 1 h mešali na sobni temperaturi. K reakcijski zmesi, ohlajeni na ledeni 
kopeli, smo nato po kapljicah dodajali brom (1,9 mL, 37,33 mmol, 2 ekv) v brezvodni ocetni 
kislini (10 mL). Med dodajanjem broma smo reakcijsko zmes po potrebi odstavili z ledene kopeli, 
da ocetna kislina ni zmrznila. Po končanem dodajanju broma smo odstranili ledeno kopel in mešali 
čez noč pri sobni temperaturi. Nato smo izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem. Produkt se 
je vedno nahajal v matičnici, zato smo oborino zavrgli. Matičnico smo nadalje nevtralizirali z 
amonijakom ~ 35 mL in 1 M NaOH(aq) ~ 50 mL (spojine 2, 3, 5) oz. z amonijakom ~ 35 mL in 
kalijevim karbonatom (spojini 6 in 7) do pH ≈ 7. Suspenzijo smo ekstrahirali z diklorometanom 
(2 × 40 mL), sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znižanim tlakom. 
Produkt smo nato še dodatno posušili na vakuumski črpalki. Zaradi nizkih izkoristkov smo spojine 
4, 8, 13 sintetizirali iz večjih količin izhodnih reagentov, in sicer substituiran anilin (5 g, 1 ekv) ter 
amonijev tiocianat (2 ekv) v 100 mL ocetne kisline in brom (2 ekv) v 25 mL ocetne kisline. 
Matičnico, v kateri se je nahajal produkt, smo nevtralizirali s ~ 70 mL amonijaka in kalijevim 
karbonatom do pH ≈ 7 in ekstrahirali z diklorometanom (2 × 60 mL), sušili z Na2SO4, sušilno 
sredstvo odfiltrirali ter topilo odparili pod znižanim tlakom (na rotavaporju). Produkt smo nato še 
dodatno posušili na vakuumski črpalki. Spojine smo čistili po različnih postopkih, ki so navedeni 
pri opisih sintez posameznih spojin. 
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Preglednica I: Substituenti pri sintezi derivatov benzo-1,3-tiazol-2-amina (1–9). 
Spojina R1 R2 
1 -H -H 
2 -CH3 -H 
3 -H -Br 
4 -Br -H 
5 -F -H 
6 -Br -CF3 
7 -H -CF3 
8 -CH2CH3 -H 
9 -H -CH3 
 
4.1.2.1 Sinteza benzo-1,3-tiazol-2-amonijevega bromida (1) 
Končne spojine 1 po ekstrakciji ni bilo potrebno čistiti.  
IUPAC ime Benzo-1,3-tiazol-2-amonijev bromid (1) 
Izgled Rumeni kristali M = 233,11 g/mol 
Tališče / 
 
Izkoristek 39 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,88 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 7,15 (br s, 3H, NH3); 7,23–7,25 (m, 1H, Ar-H); 7,26–7,27 
(m, 1H, Ar-H); 7,61–7,62 (s, 1H, Ar-H); 7,63–7,65 (m, 1H, Ar-H) 
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4.1.2.2 Sinteza 6-metilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (2) 
Končno spojino 2 smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1). 
IUPAC ime 6-Metilbenzo-1,3-tiazol-2-amin (2) 
Izgled Oranžni kristali M = 164,23 g/mol 
Tališče Ttal = 95,0–100,5 °C 
 
Izkoristek 92 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 20/1) = 0,10 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 2,39 (s, 3H, CH3); 5,99 (s, 2H, NH2); 7,09 (dd, J = 8,3; 1,7 
Hz, 1H, Ar-H); 7,36–7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,40 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-
H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 21,30; 118,56; 121,04; 127,15; 131,50; 131,97; 149,83; 
165,96 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H9N2S [M+(H)]+ (m/z): 165,0481; 
Izmerjena vrednost: 165,0480 
IR (ATR) 
3460, 3414, 3365, 3342, 2150, 1635, 1599, 1484, 1443, 1329, 1258, 
1162, 1125, 1103, 1020, 905, 884, 864, 690, 668, 633, 535, 505 cm–1 
HPLC 99,6 % (tR = 2,01 min) 
 
4.1.2.3 Sinteza 5-bromobenzo-1,3-tiazol-2-amina (3) 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1).  
IUPAC ime 5-Bromobenzo-1,3-tiazol-2-amin (3) 
Izgled Rumeni kristali M = 229,10 g/mol 
Tališče Ttal = 130,7–134,4 °C 
 
Izkoristek 9 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 20/1) = 0,10 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 7,24 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,33 (dd, J = 8,5; 2,1 Hz, 1H, Ar-
H); 7,61 (s, 2H, NH2); 7,88 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H) 
IR (ATR) 
3449, 3271, 3054, 2932, 2365, 1268, 1599, 1524, 1440, 1357, 1303, 
1273, 1137, 1105, 807, 742, 676 cm–1 
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4.1.2.4 Sinteza 6-bromobenzo-1,3-tiazol-2-amina (4) 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). 
IUPAC ime 6-Bromobenzo-1,3-tiazol-2-amin (4) 
Izgled Sivi kristali M = 229,10 g/mol 
Tališče Ttal = 120,5–125,7 °C 
 
Izkoristek 9 % 
TLC Rf (EtOAc /Hex = 1/2) = 0,19 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 5,25 (s, 2H, NH2); 7,40–7,41 (m, 2H, Ar-H); 7,71 (dd, J = 
1,6; 0,8 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO- 
d6) 
 (ppm) = 112,06; 119,09; 123,28; 128,28; 133,09; 152,06; 167,14 
 
4.1.2.5 Sinteza 6-fluorobenzo-1,3-tiazol-2-amina (5) 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1).  
IUPAC ime 6-Fluorobenzo-1,3-tiazol-2-amin (5) 
Izgled Sivi kristali M = 168,19 g/mol 
Tališče Ttal = 120,5–125,7 °C 
 
Izkoristek 31 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,47 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 5,29 (br s, 2H, NH2); 7,03 (td, J = 9,0; 2,6 Hz, 1H, Ar-H); 
7,30 (dd, J = 8,1; 2,6 Hz, 1H, Ar-H); 7,46 (dd, J = 8,8; 4,7 Hz, 1H, Ar-
H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 107,82 (d, JC,F = 27,2 Hz); 112,74 (d, JC,F = 23,5 Hz); 118,11 
(d, JC,F = 8,8 Hz); 131,89 (d, JC,F = 11,1 Hz); 149,46 (d, JC,F = 1,5 Hz); 
157,15 (d, JC,F = 236,1 Hz); 166,36 (d, JC,F = 1,8 Hz)  
ESI-HRMS 
Izračunano za C7H6FN2S [M+(H)]+ (m/z): 169,0230; 
Izmerjena vrednost: 169,0229 
IR (ATR) 
3385, 3266, 3048, 2729, 1632, 1604, 1574, 1535, 1457, 1342, 1311, 
1254, 1190, 1110, 1045, 919, 830, 806, 706, 639, 602, 578 cm–1 
HPLC 98,0 % (tR = 1,56 min) 
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4.1.2.6 Sinteza 6-bromo-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amina (6) in 5-(trifluorometil)benzo-
1,3-tiazol-2-amina (7) 
 
Reakcijo smo nastavili po modificiranem postopku A iz 3-(trifluorometil)anilina. Pri tem smo 
dobili dva produkta, in sicer produkt 6 (6-bromo-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amin) in 
produkt 7 (5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amin). Produkta smo ločili in očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 
IUPAC ime 6-Bromo-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amin (6) 
Izgled Beli kristali M = 297,10 g/mol 
Tališče Ttal = 90,0–94,3 °C 
 
Izkoristek 21 % 
TLC Rf (EtOAc /Hex = 1/4) = 0,21 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 4,68 (s, 2H, NH2); 7,10 (s, 1H, Ar-H); 7,89 (d, J = 0,7 Hz, 
1H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 107,46; 110,90; 111,65; 113,82 (q, JC,F = 5,6 Hz); 122,64 (q, 
JC,F = 274,0 Hz); 132,77 (q, JC,F = 31,4 Hz); 140,65; 146,90 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H3BrF3N2S [M–(H)]– (m/z): 294,9158; 
Izmerjena vrednost: 294,9152 
IR (ATR) 
3413, 3370, 1615, 1420, 1304, 1256, 1165, 1118, 1066, 1046, 898, 865 
cm–1 
HPLC 97,9 % (tR = 4,61 min) 
 
IUPAC ime 5-(Trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amin (7) 
Izgled Belo-sivi kristali M = 218,20 g/mol 
Tališče Ttal = 49,7–51,5 °C 
 
Izkoristek 33 % 
TLC Rf (EtOAc /Hex = 1/4) = 0,14 
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1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 4,26 (s, 2H, NH2); 6,79 (dd, J = 8,5; 2,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,00 
(d, J = 2,7 Hz, 1H); 7,57 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 106,68; 111,64; 113,79 (q, JC,F = 5,5 Hz); 118,06; 122,90 (q, 
JC,F = 274,0 Hz); 133,72 (q, JC,F = 31,0 Hz); 138,43; 149,29 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H4F3N2S [M–(H)]– (m/z): 217,0053; 
Izmerjena vrednost: 217,0048 
IR (ATR) 
3460, 3414, 3365, 3342, 1633, 1600, 1445, 1334, 1259, 1166, 1124, 
1020, 883, 668, 632, 535 cm–1 
HPLC 98,3 % (tR = 3,99 min) 
 
4.1.2.7 Sinteza 6-etilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (8) 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 
IUPAC ime 6-Etilbenzo-1,3-tiazol-2-amin (8) 
Izgled Oranžni kristali M = 178,25 g/mol 
Tališče Ttal = 92,2–95,0 °C 
 
Izkoristek 40 % 
TLC Rf (EtOAc /Hex = 1/4) = 0,10 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 1,16 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CH3); 2,59 (q, J = 7,6 Hz, 2H, CH2); 
7,03 (dd, J = 8,1; 1,8 Hz, 1H, Ar-H); 7,24 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H); 7,37 
(s, 2H, NH2); 7,45 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 16,15; 28,02; 117,49; 119,72; 125,34; 131,03; 136,56; 150,88; 
165,82 
ESI-HRMS 
Izračunano za C9H11N2S [M+(H)]+ (m/z): 179,0638; 
Izmerjena vrednost: 179,0635 
IR (ATR) 
3429, 3274, 3060, 2956, 2922, 2863, 2726, 1626, 1531, 1461, 1416, 
1372, 1339, 1286, 1255, 1200, 1102, 1050, 946, 902, 867, 824, 786, 735, 
709, 665, 624, 607, 586, 524 cm–1 
HPLC 96,5 % (tR = 2,52 min) 
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4.1.2.8 Sinteza 5-metilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (9) 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2).  
IUPAC ime 5-Metilbenzo-1,3-tiazol-2-amin (9) 
Izgled Rumeni kristali M = 164,23 g/mol 
Tališče Ttal = 60,6–65,3 °C 
 
Izkoristek 42 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,38 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO- 
d6) 
 (ppm) = 2,34 (s, 3H, CH3); 5,73 (s, 2H, NH2); 6,47 (dd, J = 8,4; 2,6 
Hz, 1H, Ar-H); 6,57 (dd, J = 2,6; 0,8 Hz, 1H, Ar-H); 7,29 (d, J = 8,4 
Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO- 
d6) 
 (ppm) = 20,61; 104,50; 112,69; 112,84; 115,98; 136,52; 142,27; 
152,01  
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H9N2S [M+(H)]+ (m/z): 165,0481; 
Izmerjena vrednost: 165,0477 
IR (ATR) 
3428, 3338, 3211, 2147, 1629, 1593, 1481, 1454, 1329, 1312, 1254, 
869, 857, 816, 738, 670, 629, 579, 533 cm–1 
HPLC 99,3 % (tR = 2,36 min) 
 
4.1.2.9 Poskus sinteze 5,6-dimetilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (10) 
Spojino 10 smo poskusili sintetizirati po modificiranem postopku A. Produkt smo poskusili očistiti 
s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2) ter nato še s prekristalizacijo iz EtOH, vendar 
nismo uspeli dobiti čistega produkta. Glede na NMR spekter izgleda, da imamo zmes dveh spojin. 
Predvidevamo, da je prišlo do ciklizacije v obe smeri in smo zato dobili izomera (10 in 10b), ki ju 
ne moremo ločiti. 
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4.1.2.10 Poskus sinteze 6-fluoro-5-klorobenzo-1,3-tiazol-2-amina (11) 
Spojino 11 smo poskusili sintetizirati po modificiranem postopku A. Produkt smo poskusili očistiti 
s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4) ter nato še z reverznofazno kromatografijo 
(sistem Isolera, C18 kolona, mobilna faza: voda/acetonitril), vendar nismo uspeli dobiti čistega 
produkta.  
 
 
4.1.2.11 Poskus sinteze 5-nitrobenzo-1,3-tiazol-2-amina (12) 
Spojino 12 smo poskusili sintetizirati po modificiranem postopku A. Produkt smo poskusili očistiti 
s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1), pri čemer smo se znebili nekaj nečistot, 
vendar spojina še ni bila čista. Spojino smo nato poskusili očistiti še s prekristalizacijo iz MeOH 
in kolonsko kromatografijo (MF = DKM), vendar nam popolnoma čiste spojine ni uspelo dobiti.  
 
 
4.1.2.12 Poskus sinteze 4-nitrobenzo-1,3-tiazol-2-amina (13) 
Spojino 13 smo poskusili sintetizirati po modificiranem postopku A. Produkt smo poskusili očistiti 
s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4), vendar želenega produkta nismo uspeli 
izolirati.  
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4.1.2.13 Poskus sinteze 5-metilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (14) 
Spojino 14 smo poskusili sintetizirati po modificiranem postopku A. Produkt smo poskusili očistiti 
s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2), vendar nam čistega produkta ni uspelo 
izolirati.  
 
4.1.2.14 Poskus sinteze 4-metilbenzo-1,3-tiazol-2-amina (15) 
Spojino 15 smo poskusili sintetizirati po modificiranem postopku A. Produkt smo poskusili očistiti 
s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4), vendar želenega produkta nismo uspeli 
izolirati. 
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4.2  SINTEZA DERIVATOV 2-KLOROBENZO-1,3-TIAZOLA 
Derivate 2-klorobenzo-1,3-tiazola smo najprej sintetizirali po treh različnih sinteznih postopkih, 
jih ocenili glede na izkoristek in čistost končne spojine ter se na podlagi tega odločili za najbolj 
primeren postopek sinteze.  
4.2.1 Postopek B 
 
V raztopino koncentrirane HCl (22 mL) in vode (6 mL) smo dodali 2-aminobenzotiazol (1 g, 
5,55 mmol, 1 ekv) ter segreli na 90 °C. Mešanico smo nato ohladili na ledeni kopeli in počasi 
dodali NaNO2 (0,397 g, 5,75 mmol, 1 ekv) v vodi (3 mL). Po končanem dodajanju smo mešali še 
0,5 h in potem po kapljicah dodajali raztopino CuCl2 (0,82 g, 6,13 mmol, 1,1 ekv) v vodi (10 mL) 
ter odstranili ledeno kopel. Mešali smo še 2 h. Nato smo ekstrahirali z diklorometanom 
(3 × 40 mL), organsko fazo sprali z 10 % H2SO4 (10 mL), sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo 
odfiltrirali in uparili topilo. 
o Izkoristek: 61 % 
4.2.2 Postopek C 
 
 
K raztopini HCl (20 mL) in Cu (0,28 g, 4,46 mmol, 0,8 ekv) v vodi (6 mL) smo pri 5 °C (na ledeni 
kopeli) počasi dodali 2-aminobenzotiazol (1 g, 5,55 mmol, 1 ekv) in prebitek NaNO2 (1,15 g, 
16,66 mmol, 3 ekv) v vodi (6 mL). Mešali smo na sobni temperaturi 2 h. Nato smo segreli do 55 °C 
oz. do začetka vrenja. Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z diklorometanom (3 × 40 mL), združene 
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organske faze sprali z 10 % žveplovo kislino (10 mL), sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali 
in topilo odparili na rotavaporju. 
o Izkoristek: 58 % 
4.2.3 Postopek D 
 
K suspenziji CuCl2 (0,912 g, 6,78 mmol, 1,2 ekv) v CH3CN (10 mL) smo postopoma dodajali 2-
aminobenzotiazol (1 g, 5,55 mmol, 1 ekv) in mešali čez noč na sobni temperaturi. Reakcijsko zmes 
smo zlili na 20 % HCl (30 mL) in ekstrahirali z etil acetatom (3 × 40 mL), sušili z Na2SO4 ter 
sušilno sredstvo odfiltrirali. Topilo smo odparili z rotavapiranjem.  
o Izkoristek: 34 % 
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4.2.4  Sinteza derivatov 2-klorobenzo-1,3-tiazola – postopek B 
Za sintezo derivatov 2-klorobenzo-1,3-tiazola smo izbrali postopek B, saj smo pri tem postopku 
dobili najboljši izkoristek in predvsem bolj čisto spojino v primerjavi z ostalima dvema 
postopkoma kloriranja.  
 
 
Preglednica II: Substituenti pri sintezi derivatov 2-klorobenzo-1,3-tiazola (16, 19–31). 
Spojina R1 R2 
16 -OCH3 -H 
19 -NO2 -H 
20 -COOCH3 -H 
21 -COOH -H 
22 -CH3 -H 
23 -F -H 
24 -Cl -CF3 
25 -H -CF3 
26 -Br -H 
27 -H -Br 
28 -CH2CH3 -H 
29 -H -CH3 
30 -COOCH3 -OH 
31 -H -NO2 
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4.2.4.1 Sinteza 2-kloro-6-metoksibenzo-1,3-tiazola (16) 
Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, in sicer najprej z (MF = Hex/EtOAc = 9/1) 
in nato (MF = DKM). 
IUPAC ime 2-Kloro-6-metoksibenzo-1,3-tiazol (16) 
Izgled Vijolični kristali M = 199,65 g/mol 
Tališče Ttal = 46,4–49,1 °C 
 
Izkoristek 10 % 
TLC Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,25 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 3,83 (s, 3H, OCH3); 7,03 (dd, J = 8,9; 2,6 Hz, 1H, Ar-H); 
7,18 (d, J = 2,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,78 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 55,84; 103,87; 115,79; 123,42; 137,40; 145,35; 150,11; 
158,05 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H7ClNOS [M+(H)]+ (m/z): 199,9931; 
Izmerjena vrednost: 199,9926 
IR (ATR) 
1747, 1687, 1597, 1494, 1470, 1426, 1394, 1376, 1271, 1202, 1153, 
1121, 1013, 906, 828, 809, 737, 677, 599, 542, 523 cm–1 
HPLC  99,8 % (tR = 4,50 min) 
 
4.2.4.2 Sinteza 2-kloro-6-nitrobenzo-1,3-tiazola (19) 
Dodatno čiščenje produkta po ekstrakciji ni bilo potrebno.  
IUPAC ime 2-Kloro-6-nitrobenzo-1,3-tiazol (19) 
Izgled Rumena oborina M = 214,62 g/mol 
Tališče Ttal = 172,8–173,4 °C 
 
Izkoristek 61 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 4/1) = 0,44 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 8,08 (dd, J = 8,9; 0,5 Hz, 1H, Ar-H); 8,39 (dd, J = 9,0; 2,3 
Hz, 1H, Ar-H); 8,75 (dd, J = 2,4; 0,5 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 117,83; 122,38; 123,47; 136,57; 145,51; 154,87; 158,94 
ESI-HRMS 
Izračunano za C7H2ClN2O2S [M–(H)]– (m/z): 212,9520; 
Izmerjena vrednost: 212,9540 
 35 
 
IR (ATR) 
3453, 3297, 3082, 2942, 2730, 1651, 1595, 1568, 1526, 1484, 1445, 
1320, 1276, 1119, 1089, 913, 852, 824, 748, 686, 613, 565, 545, 507 
cm–1 
HPLC 99,6 % (tR = 4,29 min) 
 
4.2.4.3 Sinteza metil 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilata (20) 
Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, in sicer najprej z (MF = EtOAc//Hex = 2/1) 
in nato (MF = EtOAc/Hex = 4/1).  
IUPAC ime Metil 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilat (20) 
Izgled Svetlo rumeni kristali M = 227,66 g/mol 
Tališče Ttal = 94,5–97,8 °C 
 
Izkoristek 9 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,84 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO- 
d6) 
 (ppm) = 3,90 (s, 3H, OCH3); 8,07 (dd, J = 8,5; 0,7 Hz, 1H, Ar-H); 8,10 
(dd, J = 8,6; 1,6 Hz, 1H, Ar-H); 8,82 (dd, J = 1,7; 0,7 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 52,67; 122,83; 123,39; 127,77; 128,04; 136,20; 154,03; 
156,80; 166,35 
ESI-HRMS 
Izračunano za C9H7ClNO2S [M+(H)]+ (m/z): 227,9881; 
Izmerjena vrednost: 227,9879 
IR (ATR) 
2840, 1748, 1701, 1686, 1596, 1503, 1469, 1425, 1393, 1375, 1273, 
1200, 1152, 1121, 1013, 964, 905, 861, 826, 736, 679, 599, 582, 541, 
525 cm–1 
HPLC 91,0 % (tR = 4,59 min) 
 
4.2.4.4 Sinteza 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilne kisline (21) 
Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, in sicer z (MF = EtOAc/Hex = 2/1) in nato 
(MF = EtOAc/Hex = 4/1) ter prekristalizirali iz diklorometana.  
IUPAC ime 2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilna kislina (21) 
Izgled Beli kristali M = 213,64 g/mol 
Tališče Ttal = 190,3–192,2 °C 
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Izkoristek 3 % 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,10 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 8,05 (dd, J = 8,5; 0,5 Hz, 1H, Ar-H); 8,09 (dd, J = 8,5; 1,7 
Hz, 1H, Ar-H); 8,77 (dd, J = 1,6; 0,5 Hz, 1H, Ar-H); 13,27 (s, 1H, 
COOH) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
 (ppm) = 122,31; 124,54; 127,81; 128,19; 135,97; 153,20; 156,58; 
166,68 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H3ClNO2S [M–(H)]– (m/z): 211,9579; 
Izmerjena vrednost: 211,9573 
IR (ATR) 
2873, 2817, 2542, 1668, 1556, 1477, 1405, 1293, 1264, 1165, 1133, 
1060, 1022, 973, 932, 886, 840, 809, 770, 727, 651, 560, 514 cm–1 
HPLC 99,2 % (tR = 3,42 min) 
 
4.2.4.5 Sinteza 2-kloro-6-metilbenzo-1,3-tiazola (22) 
Surov produkt smo očistili s prekristalizacijo iz acetona.  
IUPAC ime 2-Kloro-6-metilbenzo-1,3-tiazol (22) 
Izgled Roza kristali M = 183,65 g/mol 
Tališče Ttal = 205,0–207,0 °C 
 
Izkoristek 3 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,77 
1H-NMR 
(400 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 2,53 (s, 3H, CH3); 7,36 (ddd, J = 8,4; 1,7; 0,7 Hz, 1H, Ar-H); 
7,77 (dt, J = 1,7; 0,8 Hz, 1H, Ar-H); 8,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz; TFA-d) 
 (ppm) = 24,72; 125,08; 126,61; 136,61; 138,43; 146,76; 148,97; 
160,71 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H7ClNS [M+(H)]+ (m/z): 183,9982; 
Izmerjena vrednost: 183,9982 
IR (ATR) 2919, 1466, 1435, 1308, 924, 857, 806, 659 cm–1 
HPLC 96,0 % (tR = 6,97 min) 
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4.2.4.6 Sinteza 2-kloro-6-fluorobenzo-1,3-tiazola (23) 
Produkt smo prekristalizirali iz etil acetata.  
IUPAC ime 2-Kloro-6-fluorobenzo-1,3-tiazol (23) 
Izgled Rumeni kristali M = 187,62 g/mol 
Tališče Ttal = 82,4–84,0 °C 
 
Izkoristek 2 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 4/1) = 0,70 
1H-NMR 
(400 MHz; TFA-d) 
 (ppm) = 7,44 (ddd, J = 9,2; 8,5; 2,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,64 (ddd, J = 7,2; 
2,5; 0,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,95 (ddd, J = 9,2; 4,2; 0,5 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz; TFA-d) 
 (ppm) = 111,50 (d, JC,F = 28,7 Hz); 121,70 (d, JC,F = 26,0 Hz); 122,36 
(d, JC,F = 9,7 Hz); 135,17 (d, JC,F = 11,7 Hz); 139,93; 164,54 (d, JC,F = 
2,6 Hz); 165,03 (d, JC,F = 255,2 Hz) 
ESI-HRMS 
Izračunano za C7H4ClFNS [M+(H)]+ (m/z): 187,9732; 
Izmerjena vrednost: 187,9730 
IR (ATR) 
3106, 1670, 1599, 1565, 1487, 1451, 1403, 1313, 1266, 1248, 1200, 
1065, 1012, 903, 860, 807, 701, 674, 590, 539, 514 cm–1 
HPLC 100 % (tR = 4,42 min) 
 
4.2.4.7 Sinteza 2,6-dikloro-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazola (24) 
Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, in sicer z (MF = DKM/Hex = 1/2) in nato 
še z (MF = EtOAc/Hex = 1/20).  
IUPAC ime 2,6-Dikloro-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol (24) 
Izgled Svetlo oranžni kristali M = 272,07 g/mol 
Tališče Ttal = 34,6–37,1 °C 
 
Izkoristek 34 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/20) = 0,28 
1H-NMR 
(400 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 7,83 (s, 1H, Ar-H); 8,13 (s, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 108,24 (q, JC,F = 2,5 Hz); 122,08 (q, JC,F = 274,6 Hz); 123,17; 
128,48; 129,36 (q, JC,F = 5,6 Hz); 129,95 (q, JC,F = 33,1 Hz); 133,95; 
137,21 
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ESI-HRMS 
Izračunano za C8HCl2F3NS [M–(H)]– (m/z): 269,9164; 
Izmerjena vrednost: 269,9420 
IR (ATR) 
3080, 2161, 1346, 1283, 1161, 1128, 1106, 1043, 915, 880, 856, 739, 
625, 551 cm–1 
HPLC 98,9 % (tR = 5,36 min) 
 
4.2.4.8 Sinteza 2-kloro-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazola (25) 
Reakcijsko mešanico smo najprej ekstrahirali z diklorometanom (3 × 40 mL) in nato še z 
dietiletrom (3 × 40 mL). Združene organske faze smo sprali z 10 % žveplovo kislino (10 mL); 
sušili z Na2SO4; sušilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili na rotavaporju. Produkt smo nato še 
dodatno posušili na vakuumski črpalki. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF 
= EtOAc/Hex = 1/20). 
IUPAC ime 2-Kloro-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol (25) 
Izgled Rumeno olje M = 237,62 g/mol 
Tališče / 
 
Izkoristek 65 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/20) = 0,30 
1H-NMR 
(400 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 7,64 (ddd, J = 8,6; 2,4; 0,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,76 (d, J = 2,4 
Hz, 1H, Ar-H); 7,84 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 108,91 (q, JC,F = 2,5 Hz); 122,05 (q, JC,F = 1,1 Hz); 122,22 
(q, JC,F = 274,7 Hz); 128,26 (q, JC,F = 5,4 Hz); 131,45 (q, JC,F = 32,6 
Hz); 133,63 (q, JC,F = 1,1 Hz); 134,27; 136,56 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H2ClF3NS [M–(H)]– (m/z): 235,9554; 
Izmerjena vrednost: 235,9550 
IR (ATR) 
1565, 1469, 1399, 1301, 1257, 1180, 1131, 1030, 892, 828, 687, 659, 
607, 551, 541, 522 cm–1 
HPLC 100 % (tR = 4,95 min) 
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4.2.4.9 Sinteza 6-bromo-2-klorobenzo-1,3-tiazola (26) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/20).  
IUPAC ime 6-Bromo-2-klorobenzo-1,3-tiazol (26) 
Izgled Beli kristali M = 248,52 g/mol 
Tališče Ttal = 89,0–90,1 °C 
 
Izkoristek 7 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/20) = 0,29 
1H-NMR 
(400 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 7,60 (dd, J = 8,7; 2,0 Hz; 1H, Ar-H); 7,81 (dd, J = 8,7; 0,5 
Hz, 1H, Ar-H); 7,93 (dd, J = 1,9; 0,5 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz; CDCl3) 
 (ppm) = 119,63; 123,80; 124,13; 130,41; 137,69; 149,95; 153,87 
ESI-HRMS 
Izračunano za C7H4BrClNS [M+(H)]+ (m/z): 247,8931; 
Izmerjena vrednost: 247,8930 
IR (ATR) 
2964, 2930, 2870, 1601, 1485, 1451, 1410, 1310, 1235, 1128, 1068, 
1011, 868, 823, 798, 693, 675, 616, 517 cm–1 
HPLC  100 % (tR = 5,19 min) 
 
4.2.4.10 Sinteza 5-bromo-2-klorobenzo-1,3-tiazola (27)  
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/Hex = 1/1).  
IUPAC ime 5-Bromo-2-klorobenzo-1,3-tiazol (27) 
Izgled Oranžni kristali M = 248,52 g/mol 
Tališče Ttal = 81,0–84,7 °C 
 
Izkoristek 14 % 
TLC Rf (DKM/Hex = 1/1) = 0,22 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 7,60 (dd, J = 8,7; 2,0 Hz, 1H, Ar-H); 7,80 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 
Ar-H); 7,93 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 119,65; 123,83; 124,16; 130,43; 137,71; 149,98; 153,89 
ESI-HRMS 
Izračunano za C7H4BrClNS [M+(H)]+ (m/z): 247,8931; 
Izmerjena vrednost: 247,8930 
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IR (ATR) 
3082, 2926, 1582, 1546, 1475, 1428, 1389, 1301, 1267, 1231, 1092, 
1011, 848, 810, 740, 676, 645, 580, 531, 520 cm–1 
HPLC 97,1 % (tR = 5,19 min) 
 
4.2.4.11 Sinteza 6-etil-2-klorobenzo-1,3-tiazola (28) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/20).  
IUPAC ime 6-Etil-2-klorobenzo-1,3-tiazol (28) 
Izgled Svetlo rumeno olje M = 197,68 g/mol 
Tališče / 
 
Izkoristek 17 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/20) = 0,24 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 1,28 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CH3); 2,76 (q, J = 7,6 Hz, 2H, CH2); 
7,30 (dd, J = 8,4; 1,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,56 (dd, J = 1,7; 0,8 Hz, 1H, Ar-
H); 7,84 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 15,82; 29,02; 119,75; 122,58; 127,23; 136,35; 142,47; 
149,28; 152,20 
ESI-HRMS 
Izračunano za C9H9ClNS [M+(H)]+ (m/z): 198,0139; 
Izmerjena vrednost: 198,0137 
IR (ATR) 
3082, 3055, 2945, 1914, 1582, 1546, 1478, 1429, 1389, 1301, 1263, 
1229, 1092, 1016, 845, 822, 742, 676, 647, 579, 529, 517 cm–1 
HPLC 99,9 % (tR = 5,36 min) 
 
4.2.4.12 Sinteza 2-kloro-5-metilbenzo-1,3-tiazola (29) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, in sicer najprej z (MF = EtOAc/Hex = 
1/20) in nato še z (MF = DKM/Hex = 1/2).  
IUPAC ime 2-Kloro-5-metilbenzo-1,3-tiazol (29) 
Izgled Svetlo rumeno olje M = 183,65 g/mol 
Tališče / 
 
Izkoristek 2 % 
TLC Rf (DKM/Hex = 1/2) = 0,18 
 41 
 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 2,46 (s, 3H, CH3); 7,25 (ddd, J = 8,0; 2,5; 0,8 Hz, 1H, Ar-H); 
7,30 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H); 7,54 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 20,54; 109,96; 122,01; 128,00; 131,48; 133,43; 136,64; 
141,33 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H6ClNS [M–e–]•+ (m/z): 182,9904; 
Izmerjena vrednost: 182,9905 
IR (ATR) 2157, 1583, 1466, 1441, 1382, 1032, 1101, 1042, 874, 814 cm–1 
HPLC 89,9 % (tR = 4,74 min) 
 
4.2.4.13 Sinteza metil 2-kloro-5-hidroksibenzo-1,3-tiazol-6-karboksilata (30) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/9).  
IUPAC ime Metil 2-kloro-5-hidroksibenzo-1,3-tiazol-6-karboksilat (30) 
Izgled Beli kristali M = 243,66 g/mol 
Tališče Ttal = 158,0–159,8 °C 
 
Izkoristek 3 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/9) = 0,20 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 4,00 (s, 3H, OCH3); 7,53 (s, 1H, Ar-H); 8,30 (s, 1H, Ar-H); 
10,82 (s, 1H, Ar-OH) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
Ni izmerjeno (premalo spojine) 
ESI-HRMS 
Izračunano za C9H7ClNO3S [M+(H)]+ (m/z): 243,9830; 
Izmerjena vrednost: 243,9830 
IR (ATR) Ni izmerjeno (premalo spojine) 
HPLC 96,2 % (tR = 4,72 min) 
 
4.2.4.14 Poskus sinteze 2-kloro-5-nitrobenzo-1,3-tiazola (31)  
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). Identitete spojine 
z analitskimi metodami nismo uspeli nedvoumno potrditi.  
IUPAC ime 2-Kloro-5-nitrobenzo-1,3-tiazol (31) 
Izgled Rumeni kristali M = 214,62 g/mol 
Tališče Ttal = 92,0–95,3 °C 
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Izkoristek 0,5 % 
 TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,29 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 7,77 (dd, J = 8,7; 2,3 Hz, 1H, Ar-H); 8,00 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 
Ar-H); 8,40 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H)  
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 109,81; 124,91; 126,65; 130,10; 135,30; 135,74 → 6 ogljikov 
– identitete spojine nismo uspeli potrditi 
ESI-HRMS Izmerjena vrednost ne ustreza pričakovanemu produktu.  
IR (ATR) 
3095, 2163, 1554, 1506, 1454, 1391, 1287, 1257, 1164, 1128, 1101, 
1044, 899, 886, 825, 770, 754, 677, 601, 549, 516 cm–1 
HPLC 93,4 % (tR = 4,46 min) 
 
4.2.4.15 Poskus sinteze 5-metil-2-klorobenzo-1,3-tiazola (32) 
Spojino 32 smo poskusili sintetizirati po postopku B iz nečiste spojine 14 in očistiti s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc//Hex = 1/20) in (MF = DKM/Hex = 1/2), vendar želenega produkta 
nismo uspeli dobiti.  
 
 
4.2.4.16 Poskus sinteze 6-metil-2-klorobenzo-1,3-tiazola (33) 
Spojino 33 smo poskusili sintetizirati po postopku B iz nečiste spojine 15 in očistiti s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc//Hex = 1/4), vendar nam želenega produkta ni uspelo izolirati.  
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4.2.5 Sinteza 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amina (34) 
Spojino 19 (2,4 g, 11,1 mmol, 1 ekv) smo raztopili v zmesi etanol/ ocetna kislina (107 mL : 
10,7 mL), dodali Fe (1,54 g, 27,8 mmol, 2,5 ekv) in mešali 1,5 h pod refluksom. Nato smo filtrirali 
in filtrat skoncentrirali na ½ začetnega volumna ter nevtralizirali s 4 M NaOH(aq) do pH 7,5. 
Produkt smo ekstrahirali z etil acetatom, sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in topilo 
uparili na rotavaporju. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc//Hex = 1/2) 
in ga nato uporabili v nadaljnjih sintezah.  
 
IUPAC ime 2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin (34)  
Izgled Rjavi kristali M = 184,64 g/mol 
Tališče Ttal = 74,8–76,0 °C 
 
Izkoristek 70 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,13 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 3,87 (s, 2H, NH2); 6,81 (dd, J = 8,7; 2,4 Hz, 1H, Ar-H); 6,99 
(dd, J = 2,3; 0,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,69 (dd, J = 8,7; 0,5 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 105,28; 115,82; 123,50; 137,93; 144,23; 145,05; 148,60 
ESI-HRMS 
Izračunano za C7H6ClN2S [M+(H)]+ (m/z): 184,9935; 
Izmerjena vrednost: 184,9935 
IR (ATR) 
3391, 3314, 3207, 2964, 2929, 1627, 1599, 1560, 1483, 1451, 1428, 
1410, 1331, 1292, 1263, 1225, 1127, 1067, 1009, 901, 869, 821, 710, 
675, 587, 561, 523 cm–1 
HPLC 93,3 % (tR = 1,71 min) 
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4.2.6 Sinteza 2-kloro-N-metilbenzo-1,3-tiazol-6-amina (35) in 2-kloro-N,N-dimetilbenzo-
1,3-tiazol-6-amina (36)  
2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin (spojino 34) (0,5 g, 2,7 mmol, 1 ekv) smo raztopili v brezvodnem 
THF (3,5 mL) in dodali natrijev heksametildisilazan (4,5 mL, 2,71 mmol, 1,1 ekv) ter metil jodid 
(0,51 mL, 8,12 mmol, 3 ekv). Segrevali smo na 70 °C čez noč. S tankoplastno kromatografijo smo 
ugotovili, da reakcija še ni potekla do konca, saj smo imeli v mešanici še vedno prisotno izhodno 
spojino, zato smo dodali dodatna 2 ekvivalenta metil jodida (0,34 mL, 5,41 mmol) in mešali 
dodatni 2 h. Pri reakciji smo dobili mono in dimetiliran produkt, ki smo ju ločili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 2-Kloro-N,N-dimetilbenzo-1,3-tiazol-6-amin (spojino 
36) smo nato dodatno očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/9).  
 
IUPAC ime 2-Kloro-N-metilbenzo-1,3-tiazol-6-amin (35) 
Izgled Rumeni kristali M = 198,67 g/mol 
Tališče Ttal = 67,0–70,0 °C 
 
Izkoristek 1 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,38 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 2,88 (s, 3H, CH3); 4,00 (s, 1H, NH); 6,74 (dd, J = 8,8; 2,4 Hz, 
1H, Ar-H); 6,85 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H); 7,69 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-
H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 20,60; 104,49; 112,68; 112,84; 115,97; 136,51; 142,26; 
152,00 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H8ClN2S [M+(H)]+ (m/z): 199,0091; 
Izmerjena vrednost: 199,0089 
IR (ATR) 
3342, 2919, 2889, 2802, 1605, 1559, 1495, 1457, 1440, 1333, 1277, 
1230, 1124, 1050, 1005, 890, 798, 721, 699, 677, 595, 534, 518 cm–1 
HPLC 95,5 % (tR = 2,47 min) 
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IUPAC ime 2-Kloro-N,N-dimetilbenzo-1,3-tiazol-6-amin (36) 
Izgled Rumeno-zeleni kristali M = 212,70 g/mol 
Tališče Ttal = 68,7–72,0 °C 
 
Izkoristek 9 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/9) = 0,37 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 3,00 (s, 6H, 2×CH3); 6,88 (dd, J = 9,0; 2,6 Hz, 1H, Ar-H); 
6,93 (d, J = 2,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,74 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ar-H)  
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 40,96; 102,37; 113,24; 122,88; 138,29; 142,53; 147,57; 
149,04 
ESI-HRMS 
Izračunano za C8H10ClN2S [M+(H)]+ (m/z): 213,0248; 
Izmerjena vrednost: 213,0246 
IR (ATR) 
2890, 2806, 1602, 1550, 1503, 1486, 1462, 1352, 1280, 1233, 1177, 
1068, 999, 957, 801, 791, 697, 670, 626, 599, 575, 551, 536, 513 cm–1 
HPLC 98,6 % (tR = 2,86 min) 
 
4.2.7 Sinteza N-(2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)acetamida (37) 
Izhodno spojino 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin (spojino 34) (0,25 g, 1,35 mmol, 1 ekv) smo 
raztopili v piridinu (4,7 mL) in dodali acetil klorid (0,1 mL, 1,49 mmol, 1,1 ekv). Mešali smo pod 
argonom na sobni temperaturi čez noč. Na TLC-ju smo videli, da reakcija ni potekla do konca, saj 
smo imeli v reakcijski zmesi še vedno prisotno izhodno spojino. Dodali smo dodaten ekvivalent 
acetil klorida in pustili mešati 2 h. Nato smo ekstrahirali z etil acetatom (3 × 30 mL), sušili z 
Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali ter topilo odparili na rotavaporju. Suh produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1).  
 
IUPAC ime N-(2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)acetamid (37) 
Izgled Svetlo rumeni kristali M = 226,68 g/mol 
Tališče Ttal = 90,0–93,6 °C 
 Izkoristek 87 % 
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TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,13 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 2,19 (s, 3H, OCH3); 7,28 (dd, J = 8,8; 2,2 Hz, 1H, Ar-H); 7,74 
(d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H); 8,33 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H); 8,52 (s, 1H, 
NH) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 24,56; 112,14; 119,42; 122,72; 136,13; 136,98; 147,39; 
152,51; 169,28 
ESI-HRMS 
Izračunano za C9H8ClN2OS [M+(H)]+ (m/z): 227,0040; 
Izmerjena vrednost: 227,0037 
IR (ATR) 
3266, 3106, 1658, 1611, 1576, 1535, 1487, 1452, 1396, 1365, 1323, 
1281, 1263, 1208, 1007, 966, 861, 813, 753, 707, 675, 631, 589, 513  
cm–1 
HPLC 100 % (tR = 3,43 min) 
 
4.2.8 Sinteza N-(2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)benzamida (38) 
Sintezni postopek je enak postopku sinteze N-(2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)acetamida (spojina 
37), le da smo v tem primeru dodali benzoil klorid (1,1 ekv). Produkt smo po ekstrakciji z etil 
acetatom sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili na rotavaporju. Končni 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4), vendar le-ta ni bil dovolj 
čist. Produkt smo ponovno raztopili v etil acetatu (90 mL) in ga sprali z 0,5 M NaOH(aq) (50 mL), 
vodo (50 mL) in NaCl (50 mL) ter prekristalizirali iz etanola.  
 
IUPAC ime N-(2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)benzamid (38) 
Izgled Beli kristali M = 288,75 g/mol 
Tališče Ttal = 122,5–124,4 °C 
 
Izkoristek 3 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 4/1) = 0,67 
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1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 7,38 (dd, J = 8,8; 2,2 Hz, 1H, Ar-H); 7,48–7,53 (m, 2H, 2×Ar-
H); 7,56–7,60 (m, 1H, Ar-H); 7,87–7,90 (m, 3H, 3×Ar-H); 8,04 (s, 1H, 
NH); 8,57 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 112,38; 119,54; 123,12; 127,16; 129,07; 132,35; 134,64; 
135,97; 137,38; 147,86; 152,74; 166,00 
ESI-HRMS 
Izračunano za C14H10ClN2OS [M+(H)]+ (m/z): 289,0197; 
Izmerjena vrednost: 289,0196 
IR (ATR) 
3282, 3033, 1647, 1566, 1517, 1482, 1452, 1392, 1322, 1287, 1258, 1214, 
1063, 1014, 934, 857, 828, 796, 693, 672, 597 cm–1 
HPLC 99,7 % (tR = 4,69 min) 
 
4.2.9 Sinteza N-benzil-2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amina (39) in N,N-dibenzil-2-klorobenzo-
1,3-tiazol-6-amina (40) 
 
Izhodno spojino 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin (spojino 32) (0,286 g, 1,55 mmol, 1 ekv) smo 
raztopili v dimetilformamidu in dodali kalijev karbonat (0,428 g, 3,1 mmol, 2 ekv) ter benzil 
bromid (276 µL, 2,32 mmol, 1,5 ekv) ter mešali čez noč na 60 °C. Po končanem mešanju smo 
reakcijsko zmes, ki smo ji dodali etil acetat (100 mL), sprali z vodo (3 × 30 mL), organsko fazo 
sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znižanim tlakom. Pri reakciji 
smo dobili mono in disubstituiran produkt, ki smo ju ločili s kolonsko kromatografijo 
(MF = EtOAc/Hex = 1/9) ter dodatno očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM).  
IUPAC ime N-Benzil-2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin (39) 
Izgled Rumeno olje  M = 274,77 g/mol 
Tališče / 
 
Izkoristek 48 % 
TLC Rf (DKM) = 0,16 
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1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 4,31 (s, 3H, CH2, NH); 6,72 (dd, J = 8,8; 2,4 Hz, 1H, Ar-H); 
6,80 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H); 7,24–7,35 (m, 5H, 5×Ar-H); 7,64 (d, J = 
8,8 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 48,35; 101,77; 114,59; 123,19; 127,41; 127,52; 128,82; 138,21; 
138,59; 143,28; 146,61; 147,67 
ESI-HRMS 
Izračunano za C14H12ClN2S [M+(H)]+ (m/z): 275,0404; 
Izmerjena vrednost: 275,0402 
IR (ATR) 
3142, 3024, 2909, 2162, 1601, 1561, 1492, 1455, 1402, 1358, 1327, 1275, 
1233, 1057, 1008, 906, 814, 735, 699 cm–1 
HPLC 97,6 % (tR = 5,26 min) 
 
IUPAC ime N,N-Dibenzil-2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin (40) 
Izgled Rumeni kristali  M = 364,89 g/mol 
Tališče Ttal = 149,6–152,3 °C 
 
Izkoristek 7 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/9) = 0,24 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 4,71 (s, 4H, 2×CH2); 6,91 (dd, J = 9,0, 2,6 Hz, 1H, Ar-H); 6,96 
(d, J = 2,6 Hz, 1H, Ar-H); 7,23–7,29 (m, 6H, 6×Ar-H); 7,32–7.37 (m, 4H, 
4×Ar-H); 7,68 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 54,83; 102,71; 113,34; 123,20; 126,59; 127,32; 128,97; 137,80; 
138,44; 142,94; 147,81; 147,93 
ESI-HRMS 
Izračunano za C21H18ClN2S [M+(H)]+ (m/z): 365,0874; 
Izmerjena vrednost: 365,0876 
IR (ATR) 
3247, 3024, 2909, 1983, 1596, 1546, 1492, 1470, 1445, 1420, 1389, 1358, 
1294, 1250, 1231, 1201, 1164, 1070, 1005, 953, 820, 804, 736, 694, 647, 
645, 603, 551 cm–1 
HPLC 100 % (tR = 6,52) 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo sintetizirali različne derivate 2-
klorobenzotiazola. Sinteza končnih spojin 22–29 in 31 je potekala v dveh stopnjah. V prvi stopnji 
smo iz različnih orto, meta in para substituiranih anilinov pripravili derivate benzo-1,3-tiazol-2-
amina, v drugi stopnji smo le-te klorirali. Pri sintezi produktov 16–21 in 30 smo uporabili različno 
substituirane benzo-1,3-tiazol-2-amine, katerim smo amino skupino zamenjali s klorom. Spojini 
34 smo nitro skupino reducirali do amina, kamor smo nadalje uvajali različne funkcionalne 
skupine z reakcijami alkiliranja, aciliranja ter benzoiliranja ter pri tem smo dobili končne produkte 
35–40.  
5.1.1 Sinteza derivatov benzo-1,3-tiazol-2-amina (spojine 1–9) 
Za sintezo derivatov benzo-1,3-tiazol-2-amina smo kot izhodne spojine uporabili različno 
substituirane aniline v prisotnosti amonijevega tiocianata, broma in ocetne kisline. Pri reakciji je 
amonijev tiocianat služil kot vir žvepla, brom je deloval kot reagent, ki je ključen za potek kemijske 
reakcije, ocetna kislina pa zagotavlja kisel medij za reakcijo. Reakcija med substituiranim 
anilinom in amonijevim tiocianatom poteče po principu nukleofilne adicije. Nevezni elektronski 
par amino skupine anilina napade elektrofilni ogljik amonijevega tiocianata. Na orto mesto od 
amina se nato veže brom, kjer nadalje poteče in situ ciklizacija. Predpostavljen mehanizem sinteze 
derivatov benzo-1,3-tiazol-2-amina je prikazan na Sliki 9 (31, 32). 
 
Slika 9: Predpostavljen mehanizem sinteze derivatov benzo-1,3-tiazol-2-amina (prirejeno po 
(32)). 
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Pri sintezi spojine 1 (izhodni reagent – nesubstituiran anilin) smo dobili produkt v obliki soli s 
HBr, ki v drugi stopnji sinteze (kloriranje) ni reagiral, zato smo vse nadaljnje produkte 
nevtralizirali z amonijakom in kalijevim karbonatom ter tako dobili neionizirane spojine. Sintezo 
spojine 2 (izhodni reagent je anilin s para metilnim substituentom) smo izvedli po enakem 
postopku kot spojino 1, vendar smo z NMR analizo ugotovili, da pri tem nismo dobili želenega 
produkta, zato smo postopek modificirali. Podaljšali smo čas mešanja substituiranega anilina in 
amonijevega tiocianata na 1 h pri sobni temperaturi, med dodajanjem broma pa smo pazili, da 
ocetna kislina ni zmrznila ter končno reakcijsko mešanico odstranili iz ledene kopeli in mešali čez 
noč. Po tem postopku smo uspešno sintetizirali derivate benzo-1,3-tiazol-2-amina (spojine 2–9) iz 
mono-substituiranih anilinov, ne pa tudi iz di-substituiranih anilinov. Izvedli smo sintezo iz 3,4-
dimetilanilina (spojina 10) in 4-fluoro-3-kloroanilina (spojina 11), pri čemer smo na TLC 
kromatogramu zaznali prisotnost produkta, ki pa ga s kolonsko kromatografijo nismo mogli 
očistiti. Spojino 11 smo poskusili očistiti tudi z reverznofazno kromatografijo, kar prav tako ni 
bilo uspešno. Najverjetneje je pri reakciji prišlo do ciklizacije v obe smeri in smo zato dobili 
izomera, ki ju nismo mogli ločiti (Slika 10). 
 
Slika 10: Shema sinteze iz di-substituiranega amina in nastanek dveh izomerov. 
5.1.2 Elektrofilno aromatsko halogeniranje (elektrofilna aromatska adicija halogena) 
Pri reakciji, kjer smo kot izhodni reagent uporabili 3-(trifluoro)anilin, smo dobili dva produkta, in 
sicer spojini 6 in 7. Brom je v tem primeru deloval tudi kot elektrofil, ki se je vezal na aromatski 
obroč. Halogeniranje (bromiranje) benzena sicer običajno poteka v prisotnosti Lewisovih kislin 
(FeBr3), ki povečajo elektrofilnost halogena oz. spodbujajo heterolitsko cepitev vezi, pri čemer 
nastane pozitivno nabit delec (Br+). Benzenov obroč donira elektronski par terminalnemu bromu, 
kar vodi v nastanek arenijevega iona, iz katerega se nato odstrani proton in nastane bromobenzen, 
ob tem poteče regeneracija katalizatorja. Mehanizem elektrofilnega aromatskega halogeniranja je 
prikazan na Sliki 11 (33). 
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Slika 11: Elektrofilno aromatsko bromiranje (povzeto po (33)). 
5.1.3 Kloriranje derivatov benzo-1,3-tioazol-2-amina (spojine 16–31) 
Pri derivatih benzo-1,3-tiazol-2-amina smo amino skupino zamenjali s klorom, in sicer s 
Sandmeyer-jevo reakcijo. Gre za dvostopenjsko reakcijo pri kateri se najprej amino skupina 
primarnega amina v prisotnosti dušikove(III) kisline pretvori do diazonijevega iona, na katerem 
nato poteče reakcija substitucije (Slika 12). Pri mehanizmu substitucije poleg ionov (anion kot 
nukleofil, N2 kot izstopajoča skupina) sodelujejo tudi radikali, zato reakcijo imenujemo radikalsko-
nukleofilna aromatska substitucija. Dušikova(III) kislina, ki je potrebna za pretvorbo aminske 
skupine do diazonijevega iona, je nestabilna in smo jo zato pripravili in situ z dodatkom natrijevega 
nitrita in klorovodikove kisline. V kislih pogojih se HNO2 protonira, nastane NO
+ kation, ki z 
aminom reagira do nastanka diazonijeve soli. Reakcijsko mešanico smo imeli medtem na ledeni 
kopeli, saj se pri reakciji sprošča toplota. Po dodatku bakrovega(II) klorida smo na površini opazili 
nastanek oljne plasti, ki predstavlja kloriran produkt (organska molekula, ki je v vodni raztopini 
netopna) (34). 
 
Slika 12: Radikalsko-nukleofilna aromatska substitucija (povzeto po (34)). 
 
Pri sintezi spojine 24 je potekla nukleofilna aromatska substitucija tudi na benzenovem obroču. 
Na aromatski obroč kjer je na orto mesto glede na halogeni atom (brom) vezana močna 
elektronakceptorska skupina (-CF3), le-ta odtegne elektrone arilnega ogljika ter ga naredi 
dovzetnega za nukleofilni napad. Mehanizem reakcije poteče po adicijsko-eliminacijski poti. V 
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fazi adicije kloridni ion napade elektrofilni ogljik, nastane karboanion (Meisenheimer-jev 
intermediat), v stopnji eliminacije pa se nato odcepi bromidni anion.  
5.1.4 Hidroliza estra (spojina 21) 
Pri kloriranju izhodne spojine metil 2-aminobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilata smo poleg končnega 
kloriranega produkta (spojina 20) dobili tudi spojino 21, pri kateri je potekla hidroliza estra. Pri 
reakciji kloriranja imamo prisotno močno kislino HCl, ki katalizira hidrolitično cepitev estra, pri 
čemer se odcepi voda ter tako dobimo produkt s karboksilno kislino.  
5.1.5 Redukcija amina (spojina 34) 
Iz 2-kloro-6-nitrobenzo-1,3-tiazola (spojina 19) smo z reakcijo redukcije pridobili 2-klorobenzo-
1,3-tiazol-6-amin (spojina 34), ki smo ga nato uporabili v nadaljnjih reakcijah. Za redukcijo smo 
uporabili železo v prisotnosti etanola in ocetne kisline (Slika 13). Pri reakciji deluje železo kot 
katalizator kemijske reakcije in kot reducirajoči reagent, ocetna kislina zagotavlja kisel medij in 
vir protonov za redukcijo, etanol ima funkcijo topila. Pri redukciji arilnih nitro skupin pride najprej 
do nastanka nitrozo skupine, na kateri poteče reduktivna adicija dveh protonov, kar vodi v nastanek 
hidroksilamina. V zadnjem koraku se izloči voda, dobimo primarni amin v obliki soli z ocetno 
kislino, ki smo ga nevtralizirali z NaOH ter tako dobili končni produkt – primarni amin (35, 36). 
 
Slika 13: Redukcija nitro skupine do amina (povzeto po (36)). 
5.1.6 Alkiliranje aromatskega amina (spojine 35, 36 in 39, 40) 
Alkiliranje (metiliranje) amino skupine spojine 34 smo izvedli z reakcijo nukleofilne substitucije, 
ki je potekla po SN2 mehanizmu (Slika 14). Pri reakciji smo kot reagent uporabili metil jodid. 
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Elektronegativni jod odtegne elektrone ogljika, ki zato deluje kot dober elektrofil, jodid pa je dobra 
izstopajoča skupina. Amino skupina spojine 34 deluje kot nukleofil, ki napade elektrofilni ogljik 
metil jodida in donira svoj elektronski par za nastanek nove vezi med ogljikoma, kot stranski 
produkt pa dobimo kislino HI. Da se nastali monometiliran produkt ne bi nahajal v obliki soli s 
HI, smo pri reakciji uporabili bazo (Na-heksametildisilazan), kot topilo pa THF. Metiliranje se ne 
ustavi pri pripenjanju ene metilne skupine na amin, temveč poteče ponovna reakcija metiliranja 
spojine 35. Monometiliran produkt (spojina 35) ima vezano elektrondonorsko metilno skupino, ki 
poveča nukleofilnost sekundarnega amina, zato nadalje le-ta kot nukleofil napade elektrofilni 
ogljik metil jodida, pri čemer dobimo dimetiliran produkt (spojino 36) (33, 36). Reakcijski 
mešanici smo sprva dodali 3 ekvivalente metil jodida, vendar smo po končanem mešanju s TLC 
kromatogramom ugotovili, da imamo poleg mono in dimetiliranega produkta, prisotno tudi 
izhodno spojino, zato smo dodali še 2 ekvivalenta metil jodida, da je reakcija potekla do konca.  
 
Slika 14: Mono in dimetiliranje aromatskega amina (prirejeno po (33, 38)). 
 
Sinteza spojin 39 in 40 je potekla po enakem principu nukleofilne substitucije, in sicer med 2-
klorobenzo-1,3-tiazol-2-aminom (spojina 34) in benzil bromidom v šibko bazičnih pogojih 
(K2CO3) in topilu DMF. V benzil bromidu elektron privlačni induktivni efekt broma pritegne 
elektrone ogljika, zaradi česar pride do delno pozitivnega naboja na ogljikovem atomu. Nevezni 
elektronski par dušika iz amino skupine spojine 34 napade aktivirani ogljikov atom, tvori se nova 
vez med ogljikoma, kot stranski produkt pa se izloči kislina HBr, ki jo nevtraliziramo s K2CO3. 
Tudi pri tej reakciji poteče dvojna substitucija amina. Dobili smo mešanico N-benzil ter N,N-
dibenzil produkta, ki smo ju ločili s kolonsko kromatografijo.  
 54 
 
5.1.7 Aciliranje aromatskega amina (spojini 37 in 38) 
Spojini 34 smo na aminsko skupino uvedli acetilno skupino (spojina 37) s pomočjo acetil klorida 
oz. benzoilno skupino (spojina 38) v prisotnosti benzoil klorida in piridina v argonovi atmosferi, 
pri čemer smo dobili končna produkta – amida. Reakcija poteče po mehanizmu nukleofilne 
substitucije (Slika 15). Na ogljikov atom pri acil kloridih (acetil klorid in benzoil klorid – COCl 
skupina) sta vezana tako kisikov kot tudi kloridni atom. Oba sta močno elektronegativna in 
odtegneta elektrone ogljika, ki zato postane bolj elektropozitiven in deluje kot dober elektrofil, 
klor pa deluje kot dobra izstopajoča skupina. Spojina 34 vsebuje amino skupino, pri kateri je dušik 
bolj elektronegativen kot oba vodikova in ogljikov atom ter zato vleče njihove elektrone proti sebi, 
zaradi česar ima dušikov elektron velik delež negativnega naboja in deluje kot dober nukleofil. 
Reakcija poteka v dveh korakih, in sicer adicija, ki ji sledi faza eliminacije. V stopnji adicije prosti 
elektronski par nukleofilnega dušika napade elektrofilni ogljikov atom acil klorida in nastane nova 
amidna vez med spojinama. V fazi eliminacije pa se odcepi kloridni ion, ki z vodikom tvori stranski 
produkt – kislino HCl. Reakcija poteka v šibko bazičnih pogojih (piridin), ki nevtralizira nastalo 
kislino (39). 
 
Slika 15: Adicijsko-eliminacijski mehanizem aciliranja (povzeto po (39, 40)). 
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5.2 REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA VREDNOTENJA 
V sklopu laboratorijskega dela magistrske naloge smo izhajali iz spojine 2-klorobenzo-1,3-tiazola 
(spojina 1b), kateri so na Fakulteti za farmacijo predhodno določili vrednost IC50 na encimu MurA 
v mikromolarnem območju, in sicer je pri E. coli IC50 = 120 ± 12 µM oz. IC50 = 123 ± 12 µM pri 
S. aureus. Sintetizirali smo različno substituirane derivate 2-klorobenzo-1,3-tiazola ter ugotavljali 
ali lahko s substitucijo na aromatskem obroču izboljšamo zaviralno delovanje le-tega. Pri 
dvostopenjski sintezi nekaterih končnih spojin smo pri prvi stopnji reakcije dobili intermediate 
(benzo-1,3-tiazol-2-amine), katerim smo prav tako določili zaviralno aktivnost. Zaviralno 
aktivnost spojin na encimih MurA smo najprej izrazili kot rezidualno aktivnost (RA), ki nam pove 
razmerje med delovanjem encima ob prisotnosti zaviralca (aktivnost inhibiranega encima) in v 
odsotnosti zaviralca (aktivnost neinhibiranega encima). V našem primeru smo RA določili pri 
koncentraciji 500 µM in 30 min predinkubaciji spojine z encimom. Dobro delujočim spojinam 
smo jakost inhibicije ovrednotili z vrednostjo IC50, ki predstavlja koncentracijo spojine, pri kateri 
je rezidualna aktivnost 50 %. S pomočjo vrednosti IC50 smo nato primerjali zaviralno delovanje 
posameznih analogov. Ob tem smo določili tudi Hillov koeficient, ki poda informacijo o 
specifičnosti vezave liganda (zaviralca) na makromolekulo (MurA). V primeru, ko je Hillov 
koeficeint večji od 1 se po vezavi enega liganda poveča afiniteta za vezavo drugega liganda. Encim 
MurA pa vsebuje le eno aktivno mesto za vezavo ene molekule zaviralca, zato je smiselno, da je 
Hillov koeficient čim bližje vrednosti 1. Višje vrednosti Hillovega koeficienta lahko nakazujejo 
nespecifično zaviranje encima.  
V Preglednici III in Preglednici IV so prikazani rezultati biokemijskega testiranja (RA, IC50 in 
Hillov koeficient) sintetiziranih končnih spojin ter intermediatov. Z zeleno barvo so prikazane tiste 
spojine, ki imajo v primerjavi z izhodno spojino bistveno boljše zaviralno delovanje, z oranžno je 
obarvana izhodna spojina ter spojine s podobnim zaviralnim delovanjem kot izhodna spojina, z 
modro pa so obarvane spojine, ki so neaktivne.  
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Preglednica III: Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih končnih spojin. 
Končni produkti 
Ime 
spojine 
Strukturna formula 
spojine 
MurA EC MurA SA 
RA 
[%] 
IC50 
[µM] 
Hillov 
koeficient 
RA 
[%] 
IC50 
[µM] 
Hillov 
koeficient 
1b 
 
3 91 1,6 33 123 2,5 
16 
 
68   65   
19 
 
36 402 0,9 39 282 0,8 
20 
 
3 92 0,4 12 110 1,5 
21 
 
46 615 1,6 49 484 1,5 
22 
 
11 111 1,2 11 90 0,8 
23 
 
88   84   
24 
 
 < 5  0 3,62 0,8 
25 
 
 12,7 1,4 4 9,86 0,8 
26 
 
5 115 2,4 4 107 1,2 
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27 
 
6 50 1,8 0 112 1,15 
28 
 
85   95   
29 
 
3 7,6 1,0 4 20,3 1,2 
30 
 
0 116 1,6 22 124 1,4 
34 
 
85   67   
35 
 
48 582 0,9 61 747 1,0 
36 
 
46 441 1,3 50 556 1,6 
37 
 
96   96   
38 
 
96   100   
39 
 
51   83   
40 
 
0 
 
Ni koncentracijske 
odvisnosti 
0 
Ni koncentracijske 
odvisnosti 
 
 58 
 
Preglednica IV: Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih intermediatov. 
Intermediati 
Ime 
spojine 
Strukturna formula 
spojine 
MurA EC 
RA [%] IC50 [µM] Hillov koeficient 
2 
 
13 82 1,3 
5 
 
1 43 1,7 
6 
 
4 1,2 1,3 
7 
 
0 3,1 1,0 
8 
 
0 43 2,2 
9 
 
8 23 1,2 
 
Z biokemijskim vrednotenjem končnih spojin smo ugotovili, da vse spojine s substitucijo na mestu 
3 glede na dušik (meta mesto benzena glede na dušik) in disubstituirana spojina (24) izkazujejo v 
primerjavi s spojino 1b (IC50 = 91 µM) močnejšo zaviralno aktivnost na encim MurA iz bakterij 
E. coli in S. aureus. Med vsemi spojinami ima najmočnejše zaviralno delovanje spojina 24 
(IC50 = 3,62 μM), ki je substituirana z elektronakceptorsko skupino na meta in para mestu (-CF3 
in -Cl). IC50 se nahaja v nizkem mikromolarnem območju, Hillov koeficient je okoli 1, kar pomeni, 
da spojina zavira encim MurA specifično. Sledijo spojine s substitucijo na meta mestu – spojine 
25, 27, in 29. Izmed teh ima najnižjo vrednost IC50 spojina 29 (7,6 µM), ki ima na meta mestu 
vezano metilno skupino, sledi spojina 25 s trifluorometilnim substituentom (12,7 µM) ter spojina 
27 (50 μM), ki ima na mestu 3 vezan brom. Spojine 19, 20, 21, 22, 26, 35, 36 s substitucijo na 
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mestu 4 glede na dušik (mesto para) prav tako delujejo zaviralno na MurA, vendar njihovo 
zaviralno delovanje v primerjavi s spojino 1b ni bistveno izboljšano. Izmed para substituiranih 
analogov je najmočneje zavirala MurA spojina 20 (IC50 = 92 µM) z -COOCH3 substituentom, 
podobno aktivnost imata tudi spojini 22 (IC50 = 111 µM) z metilno skupino ter 26 (IC50 = 115 µM), 
ki ima na mestu 4 vezan brom. Šibkejšo zaviralno aktivnost izkazujejo spojine 19 z nitro skupino 
(IC50 = 402 µM), spojina 36 z dimetilaminsko skupino (IC50 = 441 µM), spojina 21 s hidroksilno 
skupino (IC50 = 615 µM) ter spojina 35 z metilaminsko skupino (IC50 = 582 µM). Primerljivo 
učinkovitost z 1b ima disubstituirana spojina 30, s hidroksilno skupino na meta in -COOCH3 na 
para mestu (IC50 = 116 µM). Preostali para analogi so bili praktično neaktivni.  
Poleg končnih spojin smo testirali zaviralno delovanje nekaterih produktov prve stopnje reakcije 
– intermediati (različno substituirani 1,3-benzotiazol-2-amini). Izkazalo se je, da vsi testirani 
intermediati učinkovito zavirajo encim MurA iz bakterije E. coli. Za razliko od zgoraj navedenih 
2-kloro spojin imajo ti intermediati na tiazolnem obroču na mestu 2 amino skupino. Glede na to, 
da tudi intermediati zavirajo MurA, lahko sklepamo, da klor za zaviranje MurA ni ključen. 
Najboljšo zaviralno aktivnost je pokazal disubstituiran amin 6, ki ima na mestu meta vezano 
trifluorometilno skupino ter na mestu para brom. Vrednost IC50 se nahaja v nizkem 
mikromolarnem območju, in sicer 1,2 μM. Sledita meta substituirani spojini 7 in 9. 2-Amino 
derivat 7 s trifluorometilnim substituentom ima nižji IC50 (3,1 μM) v primerjavi z 2-kloro 
analogom 25 (IC50 = 12,7 μM); spojina 9 z metilno skupino ima vrednost IC50 = 23 μM, in je 3-
krat šibkejši zaviralec kot kloriran analog 29 (IC50 = 7,6 μM). Zaviralno aktivnost so pokazale tudi 
vse testirane para substituirane spojine. Primerljivo zaviralno delovanje imata spojini 5 in 8, (IC50 
obeh je 43 μM), njuna klorirana derivata 23 in 28 pa MurA ne zavirata. Spojini 2, ki ima na mestu 
para vezano metilno skupino, smo določili IC50 vrednost 82 μM, ki je nižja od kloriranega derivata 
(IC50 spojine 22 je 111 μM). 
V primerjavi z literaturno znanimi zaviralci MurA imajo sintetizirani fragmenti nižjo zaviralno 
aktivnost.  
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6 SKLEP  
V sklopu magistrskega dela smo sintetizirali derivate 2-klorobenzotiazola (spojina 1b) ter z 
biokemijskim testiranjem ugotavljali, kakšen je odnos med strukturo in delovanjem sintetiziranih 
spojin. Želeli smo ugotoviti, ali lahko s substitucijo na aromatskem obroču izboljšamo zaviralno 
aktivnost spojin na encimu MurA.  
Rezultati biokemijskega testiranja kažejo, da 12 sintetiziranih spojin zavira encima MurA iz 
bakterije E. coli in S. aureus v nizkem mikromolarnem območju. Štiri spojine (24, 25, 27 in 29) 
imajo bistveno močnejše zaviralno delovanje v primerjavi s spojino 1b. Najmočnejšo zaviralno 
aktivnost je pokazala spojina 24 z elektronakceptorskima substituentoma -CF3 na meta in -Cl na 
para mestu (IC50 = 3,62 μM). Sledijo spojine s substitucijo na meta mestu, izmed katerih ima 
najnižjo vrednost IC50 spojina 29 z metilno skupino, sledi spojina 25 s trifluorometilnim 
substituentom ter spojina 27, ki ima na mestu 3 vezan brom. Ugotovili smo, da spojine z meta 
substitucijo na aromatskem obroču v primerjavi s para analogi bistveno močneje zavirajo MurA. 
Spojine 20, 22 in 26 s substitucijo na mestu 4 glede na dušik (mesto para) in spojina 30 z meta in 
para substitucijo so pokazale primerljivo zaviralno delovanje s spojino 1b.  
Pri testiranju intermediatov (1,3-benzotiazol-2-aminov) se je izkazalo, da vseh 6 testiranih spojin 
zavira delovanje MurA iz E.coli. Najmočnejše zaviralno delovanje ima disubstituiran 2-amino 
derivat 6 (IC50 = 1,2 µM). Prav tako so 2-amino derivati z meta substitucijo (7 in 9) pokazali 
močnejšo zaviralno aktivnost v primerjavi s para analogi 2, 5 in 8. Zanimiva je bila ugotovitev, da 
so v primerjavi s kloriranimi derivati, 2-amino analogi (spojine 2, 5–8) močneje zavirali delovanje 
encima MurA. Iz tega lahko sklepamo, da pri spojinah, ki zavirajo encim MurA, klor ni ključen za 
zaviralno aktivnost. 
Spojine, ki so bile sintetizirane v sklopu te magistrske naloge in izkazujejo učinkovito zaviralno 
delovanje na encim MurA, imajo nizko molekulsko maso in predstavljajo le fragmente. Z 
nadaljnjim struktuno podprtim načrtovanjem na podlagi razrešene kristalne strukture zaviralca v 
kompleksu z encimom MurA lahko izboljšamo aktivnost in selektivnost spojin ter razvijemo 
učinkovite zaviralce tega encima.  
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PRILOGE 
Priloga I: Seznam sintetiziranih spojin, kemijsko ime in oznaka vzorca. 
Spojina Kemijsko ime Oznaka vzorca 
1 Benzo-1,3-tiazol-2-amonijev bromid  HEK-1 
1b 2-Klorobenzo-1,3-tiazol / 
2 6-Metilbenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-7.c.4 
3 5-Bromobenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-11 
4 6-Bromobenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-18.b 
5 6-Fluorobenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-13.a 
6 6-Bromo-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-17.a 
7 5-(Trifluorometil)benzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-17.c 
8 6-Etilbenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-21.a 
9 5-Metilbenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-33.b 
10 5,6-Dimetilbenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-23 
11 6-Fluoro-5-klorobenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-28.b 
12 5-Nitrobenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-29 
13 4-Nitrobenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-31 
14 5-Metilbenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-33 
15 4-Metilbenzo-1,3-tiazol-2-amin HEK-46 
16 2-Kloro-6-metoksibenzo-1,3-tiazol HEK-5 
17 2-Kloro-6-metoksibenzo-1,3-tiazol HEK-4 
18 2-Kloro-6-metoksibenzo-1,3-tiazol HEK-6 
19 2-Kloro-6-nitrobenzo-1,3-tiazol HEK-8 
20 Metil 2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilat HEK-10.1 
21 2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-karboksilna kislina HEK-10.3 
22 2-Kloro-6-metilbenzo-1,3-tiazol HEK-12 
23 2-Kloro-6-fluorobenzo-1,3-tiazol HEK-16.b 
24 2,6-Dikloro-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol HEK-19.a.2 
25 2-Kloro-5-(trifluorometil)benzo-1,3-tiazol HEK-20 
26 6-Bromo-2-klorobenzo-1,3-tiazol HEK-22.a 
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27 5-Bromo-2-klorobenzo-1,3-tiazol HEK-14.c,d 
28 6-Etil-2-klorobenzo-1,3-tiazol HEK-24.a 
29 2-Kloro-5-metilbenzo-1,3-tiazol HEK-39.b 
30 Metil 2-kloro-5-hidroksibenzo-1,3-tiazol-6-karboksilat HEK-44 
31 2-Kloro-5-nitrobenzo-1,3-tiazol HEK-36.a 
32 5-Metil-2-klorobenzo-1,3-tiazol HEK-39 
33 6-Metil-2-klorobenzo-1,3-tiazol HEK-47 
34 2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin HEK-25.b, HEK-40 
35 2-Kloro-N-metilbenzo-1,3-tiazol-6-amin HEK-32.b, HEK-41.b 
36 2-Kloro-N,N-dimetilbenzo-1,3-tiazol-6-amin HEK-41.a.1 
37 N-(2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)acetamid HEK-42.a 
38 N-(2-Klorobenzo-1,3-tiazol-6-il)benzamid HEK-43.ob.1 
39 N-Benzil-2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin HEK-45.b.3 
40 N,N-Dibenzil-2-klorobenzo-1,3-tiazol-6-amin HEK-45.a.2 
 
